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Genomanalysen deuten darauf hin, dass in dem Haloarchaeon Haloferax volcanii Galactose 
über einen DeLey-Doudoroff- (DD) Weg abgebaut wird. Der Transport von Galactose und die 
beteiligten Enzyme des Galactose-Abbaus wurden bisher nicht untersucht. Genomanalysen 
des Haloarchaeons Halorhabdus utahensis deuten darauf hin, dass Galactose, anders als für 
H. volcanii postuliert, über einen Leloir-Weg abgebaut wird. Untersuchungen zum Galactose-
Abbau in H. utahensis wurden bisher nicht durchgeführt. Weiterhin deuten Untersuchungen 
darauf hin, dass Glucose in H. volcanii über einen semiphosphorylierten Entner-Doudoroff- 
(spED) Weg abgebaut wird. Das Schlüsselenzym dieses Wegs, die KDPG-Aldolase, wurde 
bisher nicht detailliert charakterisiert. Die Enzyme der Oxidation von Glycerinaldehyd-3-
Phosphat (GAP), einem Intermediat des Galactose- und Glucose-Abbaus in H. volcanii 
wurden nicht untersucht.  
In der vorliegenden Arbeit wurden der Transport und der Abbau von Galactose, sowie die 
transkriptionelle Regulation der Gene des Galactose-Abbaus in H. volcanii untersucht. In 
H. utahensis wurde das Schlüsselenzym des Leloir-Wegs charakterisiert. Außerdem wurde 
die KDPG-Aldolase, sowie die Enzyme der GAP-Oxidation zu 3-Phosphoglycerat in 
H. volcanii detailliert untersucht. Im Folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit 
erzielten Ergebnisse zusammengefasst. 
 
Abbau von Galactose in Haloferax volcanii 
Im Genom von H. volcanii wurde ein Gencluster identifiziert, der die Gene eines ABC-
Transporters und der Enzyme des DD-Wegs enthält.  
Transport. Eine Deletionsmutante des Substratbindeproteins des ABC-Transporters zeigte im 
Vergleich zum Wildtyp ein deutlich verlangsamtes Wachstum auf Galactose. Dies deutet 
darauf hin, dass das Substratbindeprotein und der entsprechende ABC-Transporter am 
Transport von Galactose beteiligt sind.  
Enzyme. Der Gencluster enthält Gene, die für die Enzyme des DD-Wegs, Galactose-
Dehydrogenase, Galactonat-Dehydratase und 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogalactonat- 
(KDPGal) Aldolase kodieren. In Zellextrakten wurden die entsprechenden Enzymaktivitäten 
nachgewiesen, die nach Wachstum auf Galactose im Vergleich zu Glucose 20- bis 40-fach 
erhöht waren. Die Transkriptmengen der kodierenden G e der Galactose-Dehydrogenase, 
Galactonat-Dehydratase und KDPGal-Aldolase waren in Galactose-gewachsenen Zellen im 
Vergleich zu Glucose-gewachsenen Zellen deutlich eröht, was dafür spricht, dass sie 




Enzyme gereinigt und charakterisiert. Die Galactose-Dehydrogenase katalysierte die NADP+-
abhängige Oxidation von Galactose, nicht jedoch dieUmsetzung von Glucose. Die 
Galactonat-Dehydratase setzte spezifisch Galactonat um, Gluconat wurde nicht umgesetzt. 
Die KDPGal-Aldolase katalysierte sowohl die Spaltung von KDPGal als auch des C4-Epimers 
KDPG mit vergleichbaren Effizienzen. Um die funktionelle Beteiligung der Enzyme am 
Galactose-Abbau in H. volcanii zu zeigen, wurden chromosomale Deletionsmutanten 
hergestellt. Diese wuchsen nicht mehr auf Galactose, auf Glucose wuchsen sie hingegen 
unverändert. Dies zeigt, dass D-Galactose in H. volcanii über die beschriebenen Enzyme des 
DD-Wegs zu Pyruvat und GAP abgebaut wird. Dies ist der erste Nachweis von Enzymen des 
DD-Wegs in Archaea.  
Regulation. Im Galactose-Gencluster von H. volcanii liegt zudem ein Gen, das für einen 
putativen Transkriptionsregulator kodiert. Eine chromosomale Deletionsmutante dieses 
Regulators wuchs nicht mehr auf Galactose, jedoch unverändert auf Glucose. Dieses Ergebnis 
zeigt, dass der Transkriptionsregulator essentiell am Abbau von Galactose beteiligt ist. Um 
die mögliche Funktion als Transkriptionsregulator des Galactose-Abbaus zu untersuchen, 
wurde die Transkription der Galactonat-Dehydratase im Wildtyp und in der Deletionsmutante 
des Transkriptionsregulators analysiert. Dabei zeigte sich, dass nach Induktion mit Galactose 
das Transkript der Galactonat-Dehydratase nur im Wildtyp nachgewiesen werden konnte, 
nicht jedoch in der Deletionsmutante. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der 
Transkriptionsregulator als transkriptioneller Aktivator des Gens der Galactonat-Dehydratase 
fungiert.  
 
Galactose Abbau in Halorhabdus utahensis 
Genomanalysen in H. utahensis deuten darauf hin, dass, anders als in H. volcanii, die Gene 
des DD-Wegs fehlen. Stattdessen sind im Genom von H. utahensis alle Gene vorhanden, die 
für die Enzyme eines Leloir-Wegs kodieren. Das Schlüsselenzym des Leloir-Wegs, die 
Galactokinase, wurde überexprimiert, gereinigt und charakterisiert. Das rekombinante Enzym 
katalysierte die ATP-abhängige Phosphorylierung von Galactose.  
 
Abbau von Glucose in Haloferax volcanii 
Das Schlüsselenzym des spED-Wegs, die KDPG-Aldolase, wurde charakterisiert. Das 
kodierende Gen wurde konstitutiv nach Wachstum auf Gl cose und Galactose exprimiert. Das 
rekombinante Enzym katalysierte die Spaltung von KDPG. KDPGal wurde nicht umgesetzt. 




Wachstum unverändert im Vergleich zum Wildtyp. Nach einer längeren Inkubationsphase 
konnte die Deletionsmtuante jedoch wieder auf Glucose wachsen. Es wurde gezeigt, dass 
dieses Wachstum darauf zurückzuführen war, dass die KDPGal-Aldolase die KDPG-Aldolase 
in der Deletionsmutante ersetzen kann. Diese Ersetzbarkeit war ungewöhnlich, da das Gen der 
KDPGal-Aldolase im Wildtyp bei Wachstum auf Galactose transkriptionell induziert wird. In 
der Deletionsmutante zeigte sich eine erhöhte Transk iptmenge des Gens der KDPGal-
Aldolase bei Wachstum auf Glucose, was auf eine Deregulation der Transkription unter 
diesen Bedingungen hindeutet.  
 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Oxidation zu 3-Phosphoglycerat in Haloferax volcanii 
Die Enzyme der Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP), einem Intermediat des 
Glucose- und Galactose-Abbaus, wurden untersucht. Das Genom von H. volcanii enthält ein 
Gencluster, dessen Gene für zwei putative GAP-Dehydrogenasen (gapI und gapII) und eine 
Phosphoglyceratkinase (pgk) kodieren.  
gapI wurde als katabole GAP-DH charakterisiert: Die Transkription des Gens wurde nach 
Wachstum auf Glucose im Vergleich zu Wachstum auf Casaminosäuren induziert. Das 
rekombinante Enzym katalysierte die Oxidation von GAP mit hoher Spezifität für NAD+ als 
Elektronenakzeptor. Eine Deletionsmutante wuchs nicht mehr auf den Zuckern Glucose, 
Galactose und Fructose, zeigte jedoch unverändertes Wachstum auf Acetat und 
Casaminosäuren, was eine essentielle Beteiligung am Zuckerkatabolismus zeigt. Dies ist der 
erste funktionelle Nachweis einer katabolen GAP-DH in der Domäne der Archaea.  
gapII wurde als anabole GAP-DH charakterisiert: Das Gen wurde bei Wachstum auf 
Casaminosäuren, nicht jedoch auf Glucose, transkriptionell induziert. Das rekombinante 
Enzym katalysierte die Reduktion von 1,3-Bisphosphoglycerat mit NADPH als 
Elektronendonor. Eine konditional letale Mutante zeigte ein stark verschlechtertes Wachstum 
auf den Substraten Acetat und Casaminosäuren, das Wachstum auf Glucose war nicht 
verändert. Diese Daten zeigen eine Beteiligung des Enzyms am Anabolismus.  
pgk kodiert für eine Phosphoglyceratkinase, deren Transkript konstitutiv bei Wachstum auf 
Glucose und Casaminosäuren vorhanden war. Dieses Ergebnis spricht dafür, dass die PGK 
eine amphibole Funktion im Stoffwechsel von H. volcanii erfüllt. Das gereinigte, 
rekombinante Enzym katalysierte die ATP-abhängige Phosphorylierung von 3-





Genome analyses suggest that in the halophilic archaeon Haloferax volcanii galactose is 
degraded via a DeLey-Doudoroff pathway (DD). The transport of galactose and the enzymes 
involved in galactose degradation in H. volcanii have not been characterized so far. Genome 
analyses of the halophilic archaeon Halorhabdus utahensis uggest, that galactose, in contrast 
to H. volcanii, is degraded via the classical Leloir-pathway. Enzymes involved in galactose 
degradation in H. utahensis have not been analyzed so far. Furthermore, recent studies 
indicate that glucose is degraded via a semiphosphorylative Entner-Doudoroff pathway 
(spED). The key enzyme of this pathway, KDPG aldolase, has not been characterized in 
detail. Also, the enzymes involved in oxidation of glyceraldehyde-3-phosphate (GAP), an 
intermediate of galactose and glucose catabolism in H. volcanii, have not been analyzed so 
far.  
In this thesis the transport and degradation of galactose as well as transcriptional regulation of 
the genes involved in galactose degradation in H. volcanii were investigated. In H. utahensis 
the key enzyme of Leloir pathway was characterized. Moreover, KDPG aldolase, the key 
enzyme of glucose degradation as well as enzymes catalyzing GAP oxidation to 3-
phosphoglycerate were investigated in detail in H. volcanii. The following results were 
obtained in this thesis. 
 
Degradation of galactose in Haloferax volcanii 
In the genome of H. volcanii a gene cluster was identified, which contains the genes of a 
putative ABC transporter and enzymes of a DD pathway.  
Transport. A chromosomal deletion mutant of the substrate binding protein of the ABC 
transporter caused a restricted growth phenotype on D-galactose. These data indicate that the 
substrate binding protein and the corresponding ABC transporter are involved in galactose 
transport.  
Enzymes. The gene cluster contains genes of a putative galactose dehydrogenase, galactonate 
dehydratase and 2-keto-3-deoxy-6-phosphogalactonate (KDPGal) aldolase of the DD 
pathway. The corresponding enzyme activities were dmonstrated in cell extracts, and showed 
a 20- to 40-fold increase after growth on galactose as compared to glucose. Transcriptlevels of 
genes encoding galactose dehydrogenase, galactonate dehydratase and KDPGal aldolase were 
significantly increased in galactose grown cells as compared to glucose grown cells, 




homologously expressed, the enzymes were purified an  characterized. Galactose 
dehydrogenase catalyzed the NADP+ dependent oxidation of galactose, but did not convert 
glucose. Galactonate dehydratase catalyzed the specific dehydration of galactonate, rather 
than of gluconate. The KDPGal aldolase catalyzed th cleavage of both KDPGal and the C4 
epimer KDPG with comparable efficiencies. To prove th functional involvement of these 
enzymes in galactose degradation in H. volcanii, chromosomal deletion mutants were 
constructed. These mutants did not grow on galactose, whereas growth on glucose was not 
affected. These results show that D-galactose is degra d via the enzymes of the DD pathway 
forming pyruvate and GAP. This is the first evidenc of a DD pathway in the domain of 
archaea.  
Regulation. The galactose gene cluster of H. volcanii contains a gene encoding a 
transcriptional regulator DdcR. A chromosomal deletion mutant of this regulator did not grow 
on galactose, whereas growth on glucose was not affected. This result demonstrates that DdcR 
is essentially involved in growth on galactose. To analyze whether DdcR is a transcriptional 
regulator of genes involved in galactose degradation, transcript levels of galactonate 
dehydratase were compared in wildtype and in ddcR deletion mutant. The transcript of 
galactonate dehydratase was detected after induction with galactose only in wildtype and not 
in the ddcR deletion mutant. This indicates that DdcR is a transcriptional activator of 
galactonate dehydratase.  
 
Galactose degradation in Halorhabdus utahensis 
Genome analyses indicate, that H. utahensis, in contrast to H. volcanii, did not contain the 
genes of the DD pathway. Instead, the H. utahensis genome contains genes encoding putative 
enzymes of the Leloir pathway. The key enzyme of this pathway, galactokinase, was 
expressed, purified and characterized. The recombinant enzyme catalyzed the ATP-dependent 
phosphorylation of galactose.  
 
Glucose degradation in Haloferax volcanii 
The key enzyme of spED pathway, KDPG aldolase, was ch racterized. The coding gene was 
expressed constitutively after growth on glucose and galactose. The recombinant enzyme 
catalyzed the conversion of KDPG, rather than of KDPGal. Initially, a chromosomal deletion 
mutant did not grow on glucose, whereas growth on galactose was not affected. After 
prolonged incubation time growth on glucose was resto d. It could be shown that this growth 




Under these conditions increased transcriptlevels of KDPGal aldolase were observed in the 
glucose grown KDPG aldolase deletion mutant as compared to wildtype. This indicates a 
deregulation of KDPGal aldolase transcription, since KDPGal aldolase transcription in 
wildtype is induced by galactose, rather than glucose.  
 
Glyceraldehyde-3-phosphate oxidation to 3-phosphoglycerate in Haloferax volcanii 
The enzymes of glyceraldehyde-3-phosphate (GAP) oxidation, an intermediate of glucose and 
galactose degradation, were investigated. The genom of H. volcanii comprises a gene cluster 
containing genes encoding two GAP dehydrogenases (gapI and gapII) and a 
phosphoglycerate kinase (pgk).  
gapI was characterized as catabolic GAP-DH: The transcription of gapI was induced after 
growth on glucose as compared to growth on casamino acids. The recombinant enzyme 
catalyzed the oxidation of GAP with high specificity for NAD+ as an electron acceptor. A 
gapI deletion mutant did not grow on sugars such as glucose, galactose and fructose. 
However, growth on acetate and casamino acids was not affected. This demonstrates an 
involvement of gapI in sugar catabolism. This is the first functional evid nce for a catabolic 
GAP-DH in the domain of archaea.  
gapII was characterized as anabolic GAP-DH: The transcription of gapII was induced in cells 
grown on casamino acids as compared to glucose. The recombinant enzyme catalyzed the 
reduction of 1,3-bisphosphoglycerate with NADPH as an electron donor. A conditional 
depletion mutant caused a restricted growth phenotype during growth on acetate and 
casamino acids, whereas growth on glucose was not affected. These data indicate an 
involvement of this enzyme in gluconeogenesis.  
pgk encodes a phosphoglycerate kinase. Transcript of gk was constitutively expressed by 
growth on glucose and casamino acids. This result indicates that pgk has a function in 
catabolism as well as in anabolism of H. volcanii. The purified, recombinant enzyme 










Der Stammbaum des Lebens wurde aufgrund von 16S- und 18S-rRNA Analysen erstellt und 
gliedert sich in die Domänen der Eukarya, Bacteria und Archaea (Woese 1987; Woese et al. 
1990) (Abbildung 1). Die Archaea wurden zunächst in die Abteilungen der Euryarchaeota und 
Crenarchaeota unterteilt (Woese et al. 1990). Kürzlich wurden außerdem Organismen 
entdeckt, die in die neuen Abteilungen der Kor-, Nano-, Thaum- und Aigarchaeota 
eingeordnet wurden (Elkins et al. 2008; Huber et al. 2002; Brochier-Armanet et al. 2008; 
Spang et al. 2010; Nunoura et al. 2011).  
Zu den bisher am besten untersuchten Phyla der Archaea gehören die Euryarchaeota, zu 
denen auch Haloferax volcanii und Picrophilus torridus zählen, sowie die Crenarchaeota, in 




Abbildung 1 Phylogenetischer Stammbaum des Lebens basierend auf 16S- und 18S-rRNA Analysen 
(Allers and Mevarech 2005). Dargestellt sind Vertreter der Domänen der Bacteria, Archaea und Eukarya. Die 
Organismen der Archaea sind untergliedert in die Abteilungen der Kor-, Nano-, Cren- und Euryarchaeota. 
Umrahmt ist die Gattung Haloferax. Ein Organismus dieser Gattung, Haloferax volcanii, wurde in der 




Die Archaea unterscheiden sich in vielen biochemischen und molekularen Eigenschaften von 
den Bacteria und Eukarya. Der Aufbau der Zellmembran aus Di- oder Tetraetherlipiden in 
Archaea unterscheidet sich deutlich von der Zellmembran aus Bacteria und Eukarya, die aus 
Glycerin-Fettsäure-Esterlipiden besteht (Langworthy und Pond 1986; De Rosa and 
Gambacorta 1988). Außerdem besteht die Zellwand der Archaea nicht wie die der Bacteria 
aus Peptidoglykan, sondern ist im Wesentlichen aus Proteinen, Glykoproteinen und 
Polysacchariden aufgebaut (Albers und Meyer 2011). Während der Aufbau des basalen 
Transkriptionsapparats der Archaea dem der Eukarya ähnelt, sind die meisten 
Transkriptionsregulatoren aus Archaea mit denen der Bacteria vergleichbar (Werner und 
Grohmann 2011). So weisen einige archaeelle Transkriptionsregulatoren ein helix-turn-helix-
Motiv für die DNA-Bindung auf, wie es in Bacteria beschrieben ist (Thomm 2007). 
Die bisher bekannten Archaea besiedeln zumeist extreme Standorte, die z. B. sehr hohe 
Temperaturen, niedrige pH-Werte oder einen hohen Gehalt an Salz aufweisen. Zu den 
Crenarchaeota gehören vor allem hyperthermophile Organismen, die meist anaerobe 
Standorte besiedeln. Zu den Thermoproteales zählt unter anderem T. tenax, der anaerob bei 
einem Temperaturoptimum von 88 °C und einem pH-Optimum von 5,5 lebt (Huber et al. 
2006). Zu der Ordnung der Desulfurococcales gehören z. B. Mitglieder der anaeroben 
Desulfurococcus Familie, die ein Temperatur-Optimum von 85-92 °C aufweisen (Zillig et al. 
1982; Huber und Stetter 2006). Ein weiterer Vertreter der Crenarchaeota ist S. solfataricus, 
der zur Ordnung der Sulfolobales zählt (Burggraf et al. 1997). Dieser Organismus ist 
thermoacidophil und wächst aerob optimal bei einem pH-Wert von 4,5 und einer Temperatur 
von 87 °C (Brock et al. 1972; Segerer und Stetter 1992; Huber und Prangishvili 2006). 
Zu den Euryarchaeota, deren Mitglieder sehr unterschiedliche Habitate besiedeln, zählen 
unter anderem thermoacidophile Vertreter wie z. B. Picrophilus torridus, der aerob bei einem 
Temperaturoptimum von 60 °C und einem pH-Optimum von 0,7 wächst (Schleper et al. 
1995b; Schleper et al. 1995a). Außerdem gehören zu den Euryarchaeota auch mesophile und 
thermophile methanogene Organsimen wie Methanosarcina und Methanocaldococcus, 
hyperthermophile anaerobe Organismen wie Pyrococcus und Thermococcus und halophile 










Halophile Mikroorganismen wurden bisher vor allem in der Domäne der Archaea 
identifiziert. Einige an hohe Salzkonzentrationen agepasste Mikroorganismen wurden 
allerdings auch in den anderen beiden Domänen des Lebens, den Eukarya und Bacteria 
entdeckt. Es sind zwei unterschiedliche Mechanismen bekannt mit denen sich halophile oder 
halotolerante Organismen an die osmotischen Bedingungen ihrer natürlichen Lebensräume 
angepasst haben. Diese Strategien verhindern einen Wasserverlust der Zellen durch die hohen 
extrazellulären Salzkonzentrationen.  
Eine Strategie der Salz-Adaptation, die von halophilen Bacteria und Eukarya genutzt wird, ist 
die zelluläre Anreicherung von gelösten osmotisch wirksamen Substanzen. Diese kompatiblen 
gelösten Solute können zum Beispiel Ektoin, Glycinbetain oder Zucker wie Saccharose und 
Trehalose sein und sind unter anderem in γ-Proteobacteria und phototrophen Eubacteria 
nachgewiesen worden (Galinski 1993; Oren 1999). Halotolerante Algen der Gattung 
Dunaliella, die im Toten Meer vorkommen, akkumulieren innerhalb der Zelle Glycerin als 
kompatible gelöste Substanz (Avron 1986).  
Bacteria aus der Ordnung Haloanaerobiales und Salinibacter-Arten, sowie halophile Archaea 
der Ordnung Halobacteriales wenden hingegen eine andere Strategie der Salzadaptation an. 
Diese Organismen akkumulieren intrazellulär hohe Konzentrationen von Kaliumchlorid (Oren 
1999; Oren 2013). An die hohe intrazelluläre Salzkon entration müssen hierbei auch alle 
Enzyme und strukturellen Zellkomponenten angepasst sein. Proteine dieser Organismen 
haben daher oftmals einen hohen Anteil an sauren Aminosäuren, wie Glutamat und Aspartat 
und nur einen geringen Anteil an hydrophoben Aminosäuren (Dennis und Shimmin 1997; 
Danson und Hough 1998). Durch die negative Ladung der sauren Aminosäuren, die sich 
hauptsächlich an der Proteinoberfläche befinden,  wird eine stabile Hydrathülle gewährleistet, 
die das Ausfällen von Proteinen verhindert (Danson und Hough 1998; Mevarech et al. 2000).  
Haloferax volcanii (früher Halobacterium) wird innerhalb der Euryarchaeota zu den 
Halobacteriaceae gezählt und lebt in hypersalinen Biotopen mit hohen Salzkonzentrationen, 
wie z. B. natürlichen Salzlaken, Meersalzgewinnungsa lagen und Seen wie dem Toten Meer 
(Oren 2007). H. volcanii ist moderat halophil, wächst optimal bei NaCl-Konze trationen von 
10-12 % (Mullakhanbhai und Larsen 1975; Torreblanca et al. 1986) und kann aerob, aber 
auch anaerob mit Hilfe der Nitratatmung wachsen (Mevar ch und Werczberger 1985). 
Mittlerweile hat sich H. volcanii zu einem beliebten Modellorganismus unter anderem für die 
Untersuchung des Stoffwechsels halophiler Archaeen ntwickelt. Das Genom wurde 




Kohlenstoffquellen, unter anderem verschiedenen Zuckern (Hartman et al. 2010). Außerdem 
kann H. volcanii genetisch modifiziert werden. So ist es zum Beispil möglich, H. volcanii 
mit Plasmiden zu transformieren (Cline et al. 1989; Leigh et al. 2011). Weiterhin können über 
die pop-in/pop-out Methode markerlose Deletionsmutanten mit Hilfe einer Uracil-
auxotrophen Mutante, in der das für eine Orotat-Phosp ribosyl-Transferase kodierende Gen 
pyrE2 deletiert ist, generiert werden (Allers et al. 2004; Bitan-Banin et al. 2003). Durch eine 
markerlose Deletion ist auch die Herstellung von Doppel- oder Dreifachmutanten in 
H. volcanii möglich. Mittlerweile gibt es weitere auxotrophe Haloferax-Stämme, die für eine 
Selektion genutzt werden können. Durch ein System zur homologen Überexpression 
halophiler Proteine in H. volcanii können die mit heterologen Expressionssystemen 
verbundenen Probleme umgangen werden (Allers 2010). Eine heterologe Überexpression 
halophiler Proteine in E. coli ist durch das fehlende intrazelluläre Salz oftmals mit einer Fehl-
Faltung und Aggregation der Proteine verbunden (Allers 2010). Es wurden außerdem 
verschiedene Reportergensysteme entwickelt, mit denen die Untersuchung von 
Promotoraktivitäten in H. volcanii mit Hilfe einer halophilen β-Galactosidase oder 
Dihydrofolat-Reductase möglich ist (Brenneis et al. 2007; Holmes und Dyall-Smith 2000; 
Maier et al. 2015). Durch diese Vielfalt an vorhande en Methoden ist H. volcanii ein guter 
Modellorganismus für die Untersuchung von Zucker-Stoffwechselwegen in halophilen 
Archaea. 
Halorhabdus utahensis wurde aus dem Sediment des Great Salt Lake in Utah (USA) isoliert 
(Waino et al. 2000). Der Organismus ist an extreme Salzkonzentrationen angepasst und zeigt 
optimales Wachstum bei 27 % NaCl. Außerdem wurde gezei t, dass H. utahensis aerob auf 
verschiedenen Zuckern wachsen kann. Wachstum auf Acetat, Lactat oder Casaminosäuren 
konnte hingegen nicht nachgewiesen werden (Waino et al. 2000).  
In den letzten Jahren wurde in der Domäne der Archaea, insbesondere in den 
thermoacidophilen, hyperthermophilen und halophilen Archaea, der Zuckerstoffwechsel 
detailliert analysiert. Dabei wurden Untersuchungen zum Zuckertransport, sowie zu Hexose- 
und Pentose-Abbauwegen durchgeführt.  
 
Zucker-Transport in Archaea 
In der Domäne der Archaea sind Zucker-Aufnahme-Systeme in S. solfataricus, Pyrococcus 
furiosus und Thermococcus litoralis gut untersucht (Albers et al. 2004). Es sind bisher 
hauptsächlich sogenannte ATP-Binding-Cassette (ABC-) Transporter für die Aufnahme von 




Transporter bestehen aus zwei membranintegralen Permeasen, zwei cytoplasmatischen 
ATPasen und einem Substratbindeprotein. Die Aufnahme von Zuckern über ABC-Transporter 
ist gekoppelt an einen Verbrauch von ATP. Das Substratbindeprotein ist als extrazelluläres 
Protein für die Erkennung und Bindung des Substrats zuständig (Berntsson et al. 2010; 
Wilkens 2015). In S. solfataricus wurden zwei ABC-Transporter identifiziert, die für die 
Aufnahme von Glucose und Galactose bzw. von Arabinose spezifisch sind (Albers et al. 
1999; Elferink et al. 2001; Lubelska et al. 2006). Darüber hinaus wurden in S. solfataricus für 
den Import von Di- bzw. Oligosacchariden weitere ABC-Transporter nachgewiesen (Elferink 
et al. 2001). In P. furiosus und T. litoralis wurden außerdem Maltose-ABC-Transporter 
identifiziert (Koning et al. 2001; Xavier et al. 1996).  
Andere aus Bacteria bekannte Zucker-Transport-Systeme wie das Phosphotransferase-System 
und Symporter sind in Archaea eher ungewöhnlich. Kürzlich wurde aber das erste 
Phosphotransferase-System in Archaea nachgewiesen, dass essentiell an der Aufnahme von 
Fructose beteiligt ist. Das Phosphotransferase-System wurde vermutlich durch lateralen 
Gentransfer aus der Domäne der Bacteria aufgenommen (Pickl et al. 2012).  
 
Glucose-Abbauwege in Bacteria und Archaea 
In Bacteria wird Glucose entweder über den Emden-Meyerhof-Weg (EM) oder über den 
Entner-Doudoroff-Weg (ED) zu Pyruvat abgebaut. Im klassischen EM-Weg (Glykolyse) wird 
die Umsetzung von einem Molekül Glucose zu dem zentralen Intermediat Fructose-1,6-
Bisphosphat über eine Kinase, Isomerase und eine Phosphofructokinase katalysiert. Fructose-
1,6-Bisphosphat wird anschließend von einer Aldolase zu Dihydroxyacetonphosphat und 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) gespalten. Die folgende Isomerisierung von 
Dihydroxyacetonphosphat führt zur Entstehung von eiem weiteren Molekül GAP. Die 
beiden Moleküle GAP werden von einer GAP-Dehydrogenas  zu 1,3-Bisphosphoglycerat 
umgesetzt. Unter ATP-Gewinnung werden diese von einer Phosphoglyceratkinase zu 3-
Phosphoglycerat umgesetzt. Die weitere Umsetzung zu zwei Pyruvat wird von einer 
Phosphoglycerat-Mutase, einer Enolase und einer Pyruvat-Kinase katalysiert.  
Im klassischen ED-Weg der Bacteria wird Glucose zunächst durch eine Glucokinase zu 
Glucose-6-Phosphat phosphoryliert, welches dann von ei er Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase zu 6-Phosphogluconat oxidiert wird. Eine 6-Phosphogluconat-Dehydratase 
setzt 6-Phosphogluconat zu 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluconat (KDPG) um, dem zentralen 
Intermediat dieses Weges. KDPG wird dann durch die KDPG-Aldolase zu GAP und Pyruvat 




Pyruvat wird durch die aus dem EM-Weg bekannten Enzyme durchgeführt. Die klassischen 
aus Bacteria bekannten Wege des Glucose-Abbaus wurden bisher in Archaea nicht 
nachgewiesen. Stattdessen haben vergleichende Analyse  ergeben, dass der Glucose-Abbau 
in anaeroben Archaea vorwiegend über modifizierte Formen des EM-Wegs und in aeroben 
Archaea hauptsächlich über modifizierte Versionen ds ED-Wegs durchgeführt wird (Bräsen 
et al. 2014; Siebers und Schönheit 2005). 
Die modifizierten ED-Wege in Archaea umfassen eine nicht phosphorylierte Variante 
(npED), die vor allem in thermoacidophilen Euryarchaeota wie Thermoplasma acidophilum 
und Picrophilus torridus vorkommt (Reher et al. 2010). In S. solfataricus und Thermoproteus 
tenax wurde ein verzweigter ED-Weg beschrieben (Ahmed et al. 2005). Außerdem wurde 
eine semiphosphorylierte Variante (spED) in halophilen Archaea postuliert, die 
Schlüsselenzyme wurden bisher nicht vollständig untersucht (Pickl et al. 2014; Siebers und 
Schönheit 2005). Die verschiedenen ED-Wege wurden in Abbildung 2 dargestellt.  
Im npED-Weg (Abbildung 2 B) wird Glucose zunächst über eine Glucose-Dehydrogenase zu 
Gluconat oxidiert, welches dann mit einer Gluconat-Dehydratase unter Wasser-Abspaltung zu 
2-Keto-3-Desoxygluconat (KDG) umgesetzt wird. Eine KDG-spezifische Aldolase spaltet 
KDG in Glycerinaldehyd und Pyruvat (Reher et al. 2010). Für die Enzyme des npED-Wegs in 
P. torridus wurde außerdem gezeigt, dass sie auch Galactose, da  C4-Epimer von Glucose, 
und die folgenden Derivate Galactonat und KDGal umsetzen können.  
Im verzweigten ED-Weg (Abbildung 2 C), der in S. solfataricus und T. tenax nachgewiesen 
wurde, wird Glucose, wie im npED beschrieben, zu KDG umgesetzt, welches dann entweder 
durch eine bifunktionelle KD(P)G-Aldolase zu Glycerinaldehyd und Pyruvat gespalten wird 
oder von einer KDG-Kinase zu KDPG phosphoryliert wird. KDPG wird ebenfalls durch die 
KD(P)G-Aldolase zu GAP und Pyruvat gespalten (Ahmed et al. 2005). Außerdem wurde für 
die Glucose-abbauenden Enzyme aus S. olfataricus gezeigt, dass sie in der Lage sind jeweils 
auch Galactose und die während der Umsetzung entstehend n Galactose-Derivate 
umzusetzen. Dieser verzweigte ED-Weg in S. solfataricus könnte damit nicht nur für die 
Umsetzung von Glucose, sondern auch für die Umsetzung von Galactose verwendet werden 







Abbildung 2 Vergleichende Darstellung des klassischen Entner-Doudoroff-Wegs aus Bacteria mit den drei 
modifizierten ED-Varianten aus Archaea. A: klassischer Entner-Doudoroff-Abbau, z. B. in Pelomonas 
saccharophila (Entner und Doudoroff 1952); B: nicht-phosphorylierter ED-Weg, z. B. in Picrophilus torridus 
(Reher et al. 2010); C: Verzweigter ED-Weg, z. B. in Sulfolobus solfataricus (Ahmed et al. 2005); D: 
postulierter semiphosphorylierter ED-Weg in halophilen Archaea (Johnsen et al. 2001). Verwendete 
Abkürzungen: GA, Glycerinaldehyd; GAP, Glycerinaldehyd-3-Phosphat; KDG, 2-Keto-3-Desoxygluconat; 
KDGal, 2-Keto-3-Desoxygalactonat; KDPG, 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluconat; KDPGal, 2-Keto-3-Desoxy-
6-Phosphogalactonat; 6PGAD, 6-Phosphogluconat-Dehydratase; GlcAD, Gluconat-Dehydratase; Glc/GalAD, 
Gluconat/Galactonat-Dehydratase; G6PDH, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase; GlcDH, Glucose-
Dehydrogenase; Glc/GalDH, Glucose/Galactose-Dehydrogenase; GlcK, Glucokinase; KDGK, KDG-Kinase; 


































































Im Vergleich zum npED- und zum verzweigten ED-Weg dr thermoacidophilen Archaea ist 
der semiphosphorylierte ED-Weg wenig untersucht. Für die halophilen Archaea wurde ein 
semiphosphorylierter ED-Weg (Abbildung 2 D) postuliert, in dem Glucose zunächst wie im 
npED-Weg zu KDG umgesetzt wird, welches durch eine KDG-Kinase zu KDPG 
phosphoryliert wird. Das entstandene KDPG wird durch eine KDPG-Aldolase zu GAP und 
Pyruvat gespalten. Bisher wurden nur eine Glucose Dehydrogenase aus Haloferax 
mediterranei und eine KDG-Kinase aus H. volcanii gereinigt und charakterisiert (Baker et al. 
2009; Bonete et al. 1996; Pickl et al. 2014). Bisher gibt es keine detaillierten experimentellen 
Daten über die KDPG-Aldolase aus H. volcanii. Zudem wurde in halophilen Archaea nicht 
umfassend untersucht, ob die Umsetzung von Glucose und Galactose und der entsprechenden 
Intermediate wie in anderen Archaea über die gleichen Enzyme erfolgt.  
 
Galactose-Abbau in Bacteria und Eukarya 
Galactose, das C4-Epimer von Glucose, wird in den meisten Bacteria und Eukarya über den 
Leloir-Weg über die Enzyme Galactokinase, Galactose-1-Phosphat-Uridyltransferase, UDP-
Galactose-4-Epimerase und Phosphoglucomutase zu Glucose-6-Phosphat umgewandelt 
(Abbildung 3 A). Glucose-6-Phosphat wird dann über die Reaktionen des EM- bzw. ED-
Wegs abgebaut. Der Leloir-Weg wurde zunächst von Leloir und Mitarbeitern in 
Saccharomyces fragilis entdeckt (Caputto et al. 1949; Leloir 1951). Dieser Stoffwechselweg 
wurde außerdem in weiteren Eukarya, wie den Einzellern Tetrahymena thermophila und 
Aspergillus niger, der Ackerbohne Vicia faba und auch in Säugetieren wie Homo sapiens 
nachgewiesen (Gruben et al. 2012; Vorgias et al. 1991). Außerdem wurde der Weg in 
verschiedenen Bacteria wie Escherichia coli, Clostridium pasteurianum und Streptomyces 
coelicolor ebenfalls dokumentiert und kann damit als die klassische Variante der Galactose-
Umsetzung in Eukarya und Bacteria beschrieben werden (Vorgias et al. 1991). 
In einigen Bakterien wurde ein alternativer Galactose-Abbau-Weg, der DeLey-Doudoroff- 
Weg (DD) nachgewiesen. Dieser Stoffwechselweg wurde erstmals 1957 in Pelomonas 
saccharophila entdeckt (De Ley und Doudoroff 1957; Xie und Yokota 2005). In diesem 
Abbauweg wird Galactose zunächst mit Hilfe einer Galactose-Dehydrogenase zu Galactonat 
oxidiert, welches dann unter Wasserabspaltung von einer Galactonat-Dehydratase zu 2-Keto-
3-Desoxygalactonat (KDGal) umgewandelt wird. KDGal wird anschließend von einer 
KDGal-Kinase zu 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogalactonat (KDPGal) phosphoryliert. Eine 
KDPGal-Aldolase spaltet KDPGal in GAP und Pyruvat (Abbildung 3 B) (De Ley und 




Der DD-Weg wurde neben P. saccharophila in wenigen weiteren Bacteria wie Caulobacter 
crescentus, Gluconacetobacter liquefaciens, Sinorhizobium meliloti und Azotobacter 
vinelandii beschrieben (Arias und Cervenansky 1986; De Ley und Doudoroff 1957; Kurn et 
al. 1978; Stouthamer 1961; Wong und Yao 1994). Bei Wachstum auf Galactonat verwenden 
E. coli und Mycobacterien ebenfalls den DD-Weg, wohingegen si  den Abbau von Galactose 
über den klassischen Leloir-Weg katalysieren (Deacon and Cooper 1977; Szumilo 1981a). In 
dem filamentösen Pilz Aspergillus niger wurde neben dem Leloir-Weg auch eine nicht-
phosphorylierte Variante des DD-Weges beschrieben. In diesem nicht-phosphorylierten 
Galactose-Abbau wird Galactose wie im DD-Weg zu KDGal abgebaut, welches dann in 





Abbildung 3 Vergleichende schematische Darstellung der Abbauwege von Galactose in Bacteria und 
Eukarya. A: klassischer Leloir-Weg z. B. in Escherichia coli; B: DeLey-Doudoroff-Weg z. B. in Pelomonas 
saccharophila. Verwendete Abkürzungen und Enzymnamen: GAP, Glycerinaldehyd-3-Phosphat; KDGal, 2-
Keto-3-Desoxygalactonat; KDPGal, 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogalactonat; UDP, Uridindiphosphat; 
Epimerase: UDP-Galactose-4-Epimerase; GalAD, Galacton t-Dehydratase; GalDH, Galactose-Dehydrogenase; 
GalK, Galactokinase; KDGalK, KDGal-Kinase; KDPGalA, KDPGal-Aldolase; PGM, Phosphoglucomutase; 





































Der Galactose-Abbau in der Domäne der Archaea wurde bis jetzt nicht untersucht. Es wurde 
postuliert, dass die Enzyme der modifizierten ED-Wege der thermoacidophilen Archaea 
P. torridus und S. solfataricus nicht nur an der Umsetzung von Glucose, sondern auch n der 
Umsetzung von Galactose beteiligt sind. Diese Annahme beruht auf dem Befund, dass die 
Enzyme dieser modifizierten ED-Wege Glucose und Galactose, bzw. die entsprechenden 
Intermediate mit vergleichbaren katalytischen Effizien en umsetzen können (Danson und 
Hough 2005; Reher et al. 2010). Der Galactose-Abbau in halophilen Archaea wurde bisher 
nicht untersucht. Genomanalysen zeigten allerdings, da s im Genom von H. volcanii alle für 
einen DeLey-Doudoroff-Weg benötigten Enzyme kodiert sind, was darauf hindeuten könnte, 
dass Galactose in diesem Organismus über diesen Weg abgebaut wird (Anderson et al. 2011). 
Außerdem wurde in diesen Studien ein Galactose-Abbau in dem ebenfalls halophilen 
Archaeon Halorhabdus utahensis über einen Leloir-Weg postuliert (Anderson et al. 2011). 
Weitere Untersuchungen zum Galactose-Abbau in halopilen Archaea liegen bisher nicht vor.  
 
GAP-Oxidation zu 3-Phosphoglycerat in Bacteria und Archaea 
In den klassischen EM- und ED-Wegen der Bacteria wird Glucose zunächst zu dem 
Schlüsselintermediat GAP umgesetzt. Dieses wird anschließend durch die Phosphat-
abhängige Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAP-DH) zu 1,3-
Bisphosphoglycerat umgesetzt, welches durch eine Phosphoglyceratkinase (PGK) unter ATP-
Gewinnung zu 3-Phosphoglycerat umgesetzt wird (Abbildung 4).  
Für die Oxidation von GAP zu 3-Phosphoglycerat in Archaea wurde gezeigt, dass diese nicht 
über die Enzyme GAP-DH und PGK katalysiert werden. Stattdessen wurden neuartige 
Enzyme und Reaktionen für die GAP-Oxidation in den modifizierten EM- und ED-Wegen 
nachgewiesen (Abbildung 4). Dabei wird GAP entweder über eine GAP:Ferredoxin-
Oxidoreductase (GAPOR) oder eine nicht-phosphorylierende GAP-DH (GAPN) abgebaut, die 
beide die einstufige Umsetzung von GAP zu 3-Phosphoglycerat ohne ATP-Gewinnung 
katalysieren. GAPOR verwendet als Elektronen-Akzeptor Ferredoxin und wurde aus dem 
Euryarchaeoten Pyrococcus furiosus und dem Crenarchaeoten Pyrobaculum aerophilum 
gereinigt und charakterisiert (Mukund und Adams 1995; Reher et al. 2007; Siebers und 
Schönheit 2005). GAPN nutzt NADP+ als Elektronenakzeptor und wurde in den 
Crenarchaeota Thermoproteus tenax und Sulfolobus solfataricus gut untersucht (Bräsen et al. 
2014; Brunner et al. 1998; Ettema et al. 2008). In allen Archaea wurden auch Gene 




Archaea bisher ausschließlich Funktionen in der Gluconeogenese nachgewiesen (Matsubara et 
al. 2011; Schäfer und Schönheit 1993;Siebers und Schönheit 2005).  
Die GAP-Oxidation in Haloarchaea wurde hingegen bisher nur wenig untersucht. Eine 
GAPOR oder GAPN wurde im Genom dieser Archaea bisher nicht nachgewiesen. In 
Zellextrakten von Haloarcula marismortui wurde eine NAD+-abhängige GAP-DH 
nachgewiesen und aus Haloarcula vallismortis wurde eine NAD+-spezifische GAP-DH 
gereinigt (Johnsen et al. 2001; Krishnan and Altekar 1990; Prüß et al. 1993). Die NAD+-
Spezifität dieser Enzyme deutet eine Funktion im Katabolismus und damit eine bakterielle 
Variante der GAP-Oxidation über GAP-DH und PGK in halophilen Archaea an. Bisher gibt 
es keine detaillierten Untersuchungen zu GAP-DHs und PGKs in halophilen Archaea, die eine 
funktionelle Beteiligung der Enzyme im Stoffwechsel nachweisen.  
 
 
Abbildung 4 Vergleichende schematische Darstellung der GAP-Oxidation in Bacteria und Archaea. A: 
Oxidation in zwei Schritten über GAP-DH und PGK, wie z. B. in E. coli; B: Oxidation mittels GAPOR wie z. B. 
in P. furiosus; C: Oxidation mittels GAPN wie z. B. in S. solfataricus. Verwendete Abkürzungen, GAP, 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat; 1,3-BPG, 1,3-Bisphosphoglycerat; 3-PG, 3-Phosphoglycerat; Fd, Ferredoxin; red, 
reduziert; ox, oxidiert; GAP-DH, GAP-Dehydrogenase; PGK, Phosphoglyceratkinase; GAPOR, 

































In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum Abbau von Glucose und Galactose, 
sowie zur Oxidation von GAP zu 3-Phosphoglycerat in Haloferax volcanii und Halorhabdus 
utahensis durchgeführt:  
 
1. Die Beteiligung von Genen und Enzymen am Abbau von Galactose über einen 
DeLey-Doudoroff-Weg zu GAP und Pyruvat sollte in dem halophilen Archaeon 
H. volcanii untersucht werden. Dazu sollten die Enzyme Galactose-Dehydrogenase, 
Galactonat-Dehydratase und KDPGal-Aldolase biochemisch charakterisiert werden 
und entsprechende Deletionsmutanten hergestellt und analysiert werden. Außerdem 
sollte die Beteiligung eines ABC-Transporters am Transport von Galactose 
nachgewiesen werden. 
2. Die transkriptionelle Regulation der Gene des Galactose-Abbaus in H. volcanii sollte 
untersucht und exemplarisch überprüft werden, ob ein putativer 
Transkriptionsregulator an der Regulation dieser Gene beteiligt ist.  
3. Es sollte eine Galactokinase aus Halorhabdus utahensis überexprimiert, gereinigt und 
charakterisiert werden, um einen ersten Hinweis auf einen Leloir-Weg für den 
Galactose-Abbau in halophilen Archaea zu erhalten.  
4. Eine KDPG-Aldolase aus dem spED-Weg für den Glucose-Abbau sollte näher 
charakterisiert und mit der KDPGal-Aldolase verglichen werden.  
5. Die Oxidation von GAP zu 3-Phosphoglycerat über eine katabole GAP-DH und eine 
Phosphoglyceratkinase sollte in H. volcanii aufgeklärt werden. Zusätzlich sollte eine 
zweite GAP-DH untersucht werden, die für die anabole Reaktion verantwortlich ist.
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4 Material und Methoden 
4.1 Wachstum von Haloferax volcanii 
Anzucht von H. volcanii. In dieser Arbeit wurden die H. volcanii Stämme H26, H1209 und 
H555 verwendet. Diese Stämme und alle hergestellten od r verwendeten Varianten (Tabelle 
1) wurden aerob bei 42 °C und 150 rpm in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 20 ml Medium 
(Tabelle 2) gezüchtet. Dem Medium wurde Uracil in ei er Endkonzentration von 50 µg/ml 
zugesetzt, da das Gen der Orotat-Phosphoribosyl-Transferase (∆pyrE2), die an der Uracil-
Synthese beteiligt ist, in diesen Stämmen deletiert ist. Dem Stamm H1209 wurde zusätzlich 
Thymidin in einer Endkonzentration von 40 µg/ml zugegeben, da das Gen der 
Dihydrofolatreductase (∆hdrB), die an der Thymidin-Synthese beteiligt ist, in desem Stamm 
deletiert ist. Die Anzucht von H. volcanii H26, der für die Herstellung von Deletionsmutanten 
und Komplementationsexperimente genutzt wurde, sowie die Anzucht von H. volcanii H555, 
der für Promotoranalysen eingesetzt wurde, erfolgte entweder in Synthetik- oder 
Deletionsmedium (Tabelle 2). Der Stamm H. volcanii H1209 wurde für die Überexpression 
von halophilen Proteinen verwendet (4.4) und in Deletionsmedium angezogen.  
 
Wachstumsexperimente mit H. volcanii. Wachstumsversuche mit H. volcanii H26, H555 
und deren Varianten wurden in 20 ml Synthetikmedium (Tabelle 2) in 100 ml 
Erlenmeyerkolben bei 42 °C und 150 rpm durchgeführt. Die Messung des Wachstums 
erfolgte über die Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm im Einstrahl Photometer 
Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 (GE Healthcare). Die optische Dichte wurde jeweils um 
die Extinktion unbeimpften Mediums korrigiert und die Proben wurden entsprechend dem 
Proportionalitätsbereich der Zellzahl/Zellstreuungs-Relation des Photometers unter eine 
OD600 von 0,5 in Synthetikmedium verdünnt. Als Kohlenstoff- und Energiequellen wurden 
dem Medium D-Glucose, D-Galactose, D-Fructose (je 25 mM), Acetat (40 mM) oder 
Casaminosäuren (1 %) zugegeben. Inokuliert wurde jew ils auf eine OD600 von ca. 0,05 mit 
einer logarithmisch wachsenden Vorkultur, die auf unterschiedlichen C-Quellen adaptiert 
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Tabelle 1 Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten H. volcanii Stämme. Es sind Stammnummer, 
Genotyp und der Literaturnachweis der Stämme angegeben. pyrE2, Orotat-Phosphoribosyl-Transferase; p.tnaA, 
Promotor der Tryptophanase; hdrB, Dihydrofolatreductase; pitANph, Chlorite dismutase family protein aus 
Natronomonas pharaonis; mrr, Endonuklease aus der Mrr Familie; eckige Klammern stehen für ein episomal 
eingefügtes Plasmid. 
Stamm  Genotyp  Referenz 
H26   ∆pyrE2  (Bitan-Banin et 
al. 2003) 
H26 ∆HVO_A0329 
H26 ∆HVO_A0329 + HVO_A0329 
H26 ∆HVO_A0330 
H26 ∆HVO_A0330 + HVO_A0330 
H26 ∆HVO_A0331 
H26 ∆HVO_A0331 + HVO_A0331 
H26 ∆HVO_A0332 
H26 ∆HVO_A0332 + HVO_A0332 
H26 ∆HVO_A0339 
H26 ∆HVO_0950 
H26 ∆HVO_0950 + HVO_0950 
H26 ∆HVO_A0329 ∆HVO_0950 
H26 ∆HVO_0481 
H26 ∆HVO_0481 + HVO_0481 
H26 p.tnaA∆HVO_0478 
 ∆pyrE2 ∆HVO_A0329 
∆pyrE2 ∆HVO_A0329 [pTA963HVO_A0329] 
∆pyrE2 ∆HVO_A0330 
∆pyrE2 ∆HVO_A0330 [pTA963HVO_A0330] 
∆pyrE2 ∆HVO_A0331 
∆pyrE2 ∆HVO_A0331 [pTA963HVO_A0331] 
∆pyrE2 ∆HVO_A0332 
∆pyrE2 ∆HVO_A0332 [pTA963HVO_A0332] 
∆pyrE2 ∆HVO_A0339 
∆pyrE2 ∆HVO_0950 
∆pyrE2 ∆HVO_0950 [pTA963HVO_0950] 
∆pyrE2 ∆HVO_A0329 ∆HVO_0950 
∆pyrE2 ∆HVO_0481 
∆pyrE2 ∆HVO_0481 [pTA963HVO_0481] 
∆pyrE2 p.tnaA ∆HVO_0478 








Diese Arbeit  
Tästensen,2010 
Diese Arbeit  
Diese Arbeit  
Diese Arbeit  
Diese Arbeit  
Diese Arbeit  
H1209  ∆pyrE2 ∆hdrB pitANph ∆mrr  (Allers et al. 
2010) 
H1209 pTA963HVO_A0329  ∆pyrE2 ∆hdrB pitANph ∆mrr 
[pTA963HVO_A0329] 
 Diese Arbeit 
H1209 pTA963HVO_A0330  ∆pyrE2 ∆hdrB pitANph ∆mrr 
[pTA963HVO_A0330] 
 Diese Arbeit  
H1209 pTA963HVO_A0331  ∆pyrE2 ∆hdrB pitANph ∆mrr 
[pTA963HVO_A0331] 
 Diese Arbeit 
H1209 pTA963HVO_A0332  ∆pyrE2 ∆hdrB pitANph ∆mrr 
[pTA963HVO_A0332] 
 Diese Arbeit 
H1209 pTA963HVO_0478  ∆pyrE2 ∆hdrB pitANph ∆mrr 
[pTA963HVO_0478] 
 Diese Arbeit 
H1209 pTA963HVO_0480  ∆pyrE2 ∆hdrB pitANph ∆mrr 
[pTA963HVO_0480] 
 Diese Arbeit 
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Stamm  Genotyp  Referenz 
H1209 pTA963HVO_0481  ∆pyrE2 ∆hdrB pitANph ∆mrr 
[pTA963HVO_0481] 
 Diese Arbeit  
H555   ∆pyrE2 ∆bgaH  (Johnsen et al. 
2015) 
H555 pTA919 p.HVO_A0331  ∆pyrE2 ∆bgaH [pTA919 p.HVO_A0331]  AG Schönheit 
H555 ∆HVO_A0332  ∆pyrE2 ∆bgaH ∆HVO_A0332  Diese Arbeit 
H555 ∆HVO_A0332 pTA919 
p.HVO_A0331 
 ∆pyrE2 ∆bgaH ∆HVO_A0332 
[pTA919p.HVO_A0331] 
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Tabelle 2 Deletions-, Synthetik- und DM-YPC- Medium für H. volcanii 
Salzlösung  Zusammensetzung Deletionsmedium 
NaCl 125 g  Salzlösung  900 ml 
MgCl2 x 6 H2O 45 g  10 % Casaminosäuren, autoklaviert 100 ml 
MgSO4 x 7 H2O 10 g  Spurenelementlösung 1 ml 
KCl  10 g  FeSO4-Stammlösung 1 ml 
CaCl2 x 2 H2O  1,34 g   
1 M Tris-HCl pH 7,5 50 ml  Zusammensetzung Agarplatten 






FeSO4-Stammlösung  Autoklavieren, vor dem Gießen hinzugeben: 
FeSO4 x 7 H2O 0,23 g  Spurenelementlösung 200 µl 
ad H2Odest 100 ml, pH auf 3-4 eingestellt, sterilfiltriert.  FeSO4-Stammlösung 200 µl 
Spurenelementlösung  20 % Casaminosäuren, autoklaviert 10 ml 
ZnSO4 x 7 H2O 0,1 g   
MnCl2 x 4 H2O 0,03 g  Zusammensetzung Synthetikmedium 
H3BO3 0,3 g  Salzlösung 900 ml 
CoCl2 x 6 H2O 0,2 g  Spurenelementlösung 1 ml 
CuCl2 x 2 H2O 0,01 g  FeSO4 1 ml 
NiCl2 x 6 H2O 0,02 g  2 M MOPS/KOH, pH 7,2, autoklaviert 50 ml 
Na2MoO4 x 2 H2O 0,03 g  1 M NH4Cl, autoklaviert 10 ml 
pH mit HCl auf 3,5 eingestellt, ad H2Odest 100 ml, 
sterilfiltriert. 
 10 % Hefeextrakt, autoklaviert 1 ml 
  
  Zusammensetzung DM-YPC 
  Salzlösung 900 ml 
  10 % Hefeextrakt  50 ml 
  10 % Bactopepton 10 ml 
  10 % Casaminosäuren (Trp-frei) ** 10 ml 
  Spurenelementlösung  1 ml 
  FeSO4 Stammlösung 1 ml 
* = für Synthetikmedium pH 7,2 
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4.2 Molekularbiologische Methoden 
 
4.2.1 Plasmide und Primer 
Plasmide. In Tabelle 3 sind die verwendeten und konstruierten Plasmide zur Expression von 
Proteinen, zur Gendeletion, Komplementation und zurPromotoranalyse in H. volcanii 
dargestellt. Die Plasmide pTA963, pTA131 und pTA919 wurden freundlicherweise von 
Thorsten Allers (Nottingham, UK) zur Verfügung gestellt.  
 
Tabelle 3 Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten bzw. erstellten Plasmide für die 
Überexpression, Deletion, Komplementation und Promot ranalyse. RE = verwendete Restriktionsenzyme, 
ÜE = Überexpression, Komp = Komplementation, p. = Promotor. 
Name  Beschreibung, Verwendung  RE  Referenz 
pTA131  Suicide vector basierend auf pBluescript mi
pyrE2 
    
pTA131 ∆HVO_A0329  Deletion von kdpgalA in H26 und 
H26 ∆HVO_0950 
 EcoRV  Diese Arbeit 
pTA131 ΔHVO_A0330  Deletion von galDH in H26  EcoRV  Diese Arbeit 
pTA131 ∆HVO_A0331  Deletion von galAD in H26  EcoRV  Diese Arbeit 
pTA131 ∆HVO_A0332  Deletion von ddcR in H26 und H555  EcoRV  Diese Arbeit 
pTA131 ∆HVO_A0339  Deletion von galBP in H26  EcoRV  Diese Arbeit  
pTA131 ∆HVO_0478  Deletion von gapII in H26  EcoRV  Diese Arbeit  
pTA131 ∆HVO_0480  Deletion von pgk in H26  EcoRV  Diese Arbeit  
pTA131 ∆HVO_0481  Deletion von gapI in H26  EcoRV  Diese Arbeit 




 p.tnaA::6x His tag::HVO_0478+1/+320, 
konditional letale Mutante von gapII in H26 
EcoRV  Diese Arbeit  
pTA963  Episomaler Expressionsvektor mit 6 x His-tag, 
pyrE2 und hdrB  
   (Allers et al. 
2010) 
pTA963HVO_A0329  ÜE von kdpgalA in H1209, Komp in H26 
∆HVO_A0329 und ∆HVO_0950 
 BspHI 
BamHI 
 Diese Arbeit 




 Diese Arbeit  




 Diese Arbeit  




 Diese Arbeit  
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Name  Beschreibung, Verwendung  RE  Referenz 
pTA963Huta_3018  ÜE von galK aus Halorhabdus utahensis in H26  NcoI 
BamHI 
 Diese Arbeit  
pTA963HVO_0478  ÜE von gapII in H1209  BspHI 
BamHI 
 Diese Arbeit  
pTA963HVO_0480  ÜE von pgk in H1209  PciI 
BamHI 
 Diese Arbeit 




 Diese Arbeit  
pTA963HVO_0950  ÜE von kdpgA in H1209, Komp in H26 





pTA919  Episomaler Vektor für Promotoranalysen, pyrE2 
und bgaH 
   (Johnsen et 
al. 2015) 
pTA919 p.HVO_A0331  pTA919 mit Insertion des Fragments -132/+24 
von HVO_A0331 für Promotoranalysen in 







Primer. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden bei Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg) synthetisiert und sind in Tabelle 4 dargestellt.  
 
Tabelle 4 Oligonucleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Schnittstellen für Restriktionsenzyme 
wurden unterstrichen, mutierte Basen fett dargestellt. K-PCR = Kolonie-PCR, Komp = Komplementation, NB = 
Northern Blot, RE = Restriktionsenzym, SB = Southern Blot, ÜE = Überexpression.  
Bezeichnung Basensequenz(5‘→3‘) Verwendung RE 
M13 uni (-21) TGTAAAACGACGGCCAGT K-PCR  
T3  AATTAACCCTCACTAAAGGG   
pTA963p.tnaAs TGGCGAGAACGGAACAGC   
    
Huta3018NcoI CAAACAGAGAGGTCCATGGTC ÜE NcoI 
Huta3018BamHI GGACCGGGATCACCGGTAT  BamHI 
HVO_A0329BspHI GGAGCTATCATGAGCCACCAC ÜE, Komp BspHI 
HVO_A0329BamHI GAACTTCGGATCCGTGGGTGT  BamHI 
HVO_A0330PciI TCATGTGCAACTCACATGTCG ÜE, Komp PciI 
HVO_A0330BamHIneu ACGGTTGGATCCCGGTGGTCG  BamHI 
HVO_A0331BspHI GTATCGAACCTCATGAGTAAG ÜE, Komp BspHI 
HVO_A0331BamHI TTAGTGAAGGATCCGCGGTGG  BamHI 
HVO_A0332BspHIneu AGAGAGATCATGAGCGAGGGTATGCCCACCGCAGAC Komp BspHI 
HVO_A0332BamHIas CCGTATCTGGATCCCTCGCAC  BamHI 
HVO_0478BspHIs TGTCTCTCATGATACGAGTGG ÜE BspHI 
HVO_0478BamHIas GTGAAAAACCGATCCGAACC  BamHI 
HVO_0480 PciIs TTCTTCCACCACATGTTCAAGACC ÜE, Komp PciI 
HVO_0480BamHIas AACTGGCGTGGGGATCCTCGT  BamHI 
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Bezeichnung Basensequenz(5‘→3‘) Verwendung RE 
HVO_0481BspHIsN TACTCGATCATGAGTGAAAAATCC ÜE, Komp BspHI 
HVO_0481BamasNeu CGTAGAGGGATCCCTTAGTGG  BamHI 
    
HVO_A0329frgm1s TGCCGGTTCCTGCTCGATTCC ∆HVO_A0329  
HVO_A0329frgm1as GAAGGAACGAATGCGGCGTGCTGGGTGGTG   
HVO_A0329frgm2s GCACGCCGCATTCGTTCCTTCGTCGAAGCGGTC   
HVO_A0329frgm2as GAGCTTCTGCAAACGGCGACC   
    
HVO_A0330frgm1s GATAGACACGCATTCGGTCTC ∆HVO_A0330  
HVO_A0330frgm1as TGCTTCGTAGACCCAGTTACGGCGCTCGAAATC   
HVO_A0330frgm2s CGTAACTGGGTCTACGAAGCAGGCGAGTCC   
HVO_A0330frgm2as GAAGAACTCGTCGACGGTATC   
    
HVO_A0331frgm1s GTTCGGTATGCATGCGGTAGC ∆HVO_A0331  
HVO_A0331frgm1as GTTGTGCCAGTTAAACAGCCATCGCGGTGGCAC   
HVO_A0331frgm2s TGGCTGTTTAACTGGCACAACCCCGTGTGG   
HVO_A0331frgm2as GCGTGCAATGGTCGTATCTCC   
    
HVO_A0332frgm1s TCGACCTGATTCAGCCAGACC ∆HVO_A0332  
HVO_A0332frgm1as GGTGTCCTCTTCCGTCATCGTCGCCTTGATTCC   
HVO_A0332frgm2s ACGATGACGGAAGAGGACACCGTCGGATTG   
HVO_A0332frgm2as GAGAAACACGACCTCCCAACC   
    
HVO_A0339frgm1s ATGTCGCTGCGGAGTCGCTGC ∆HVO_A0339  
HVO_A0339frgm1as CTGGAGCGTCGAGCGGTCGAAACGACTGCGACG   
HVO_A0339frgm2s TTCGACCGCTCGACGCTCCAGTTCGGAGAC   
HVO_A0339frgm2as GATGAACACCAGCCCCCACAG   
    
HVO_0478frgm1s GTCGTAGATGGCGTCGTAGTC ∆HVO_0478  
HVO_0478frgm1as AGAAGGGTCCACGCCGATGAGTTCCATGTC   
HVO_0478frgm2s CTCATCGGCGTGGACCCTTCTGGGTTCTCTGAG   
HVO_0478frgm2as GAACCGACGCGCATGAAACTC   
    
HVO_0481frgm1s GAGGTCGATGGCGTCTTTGTC ∆HVO_0481  
HVO_0481frgm1as CTCGTTGTCCACCACGTCCGATTCATCCAC   
HVO_0481frgm2s TCGGACGTGGTGGACAACGAGTACGGCTTCTCC   
HVO_0481frgm2as CTCGTACTCGGTCTGCATCAC   
    
HVO_A0329Sou_as1 AATGCGGCGTGCTGGGTGGTG SB Sonde  
HVO_A0330Souas1 CCAGTTACGGCGCTCGAAATC   
HVO_A0331Souas1 AAACAGCCATCGCGGTGGCAC   
HVO_A0332Souas1 CGTCATCGTCGCCTTGATTCC   
HVO_A0339Sou_as1 GCGGTCGAAACGACTGCGACG   
HVO_0478Sou_s GTCGTAGATGGCGTCGTAGTC   
HVO_0478Sou_as AGAAGGGTCCACGCCGATGAG   
Material und Methoden 
31 
 










    
HVO_A0330Nors CCACTCAACACCTGCCGGTTC NB Sonde  
HVO_A0330Noras GGACTCGCCTGCTTCGTAGAC   
HVO_A0331Nors ATTGCGACGGGCGAGCGAATG   
HVO_A0331Noras CACGGGGTTGTGCCAGTTGAC   
HVO_A0332Norsneu GAGTTTCTCGACCACGACTCG   
HVO_A0332Noras CAATCCGACGGTGTCCTCTTC   
HVO_A0339Norsneu GACGACTACACCTTCGAAGTC   
HVO_A0339Norasneu CTCGCTCTTGACGATGGTGTC   
HVO_0478Nors TCAACGGCTACGGCACAATCG   
HVO_0478Norasneu AAGATGGCGGGCGTGTGGTGC   
HVO_0480Nors GTGCTCCTCCTCGAAAACACG   
HVO_0480Noras CACTGGTCGTCGAAGAAGTCC   
HVO_0481Norsneu CCTCGGTGAGCCTCTACAACG   
HVO_0481Noras CTCGTTGTCGTACCACGTCAG   
    
RibL10-RT_F ACAGCACAATATGGGCGACCTGC RT-PCR  
RibL10-RT_R GTCCTCGACGTCGCAGTAGATGG   
HVO_A0329RTs CACCCAGCACGCCGCATTCG   
HVO_A0329RTas CCAGTGCGGAGACGAACTCG   
HVO_0950RTs TCGCACTCGACGTACACGAGG   
HVO_0950RTas CCTTCATGCTCTTGAGGTGACC   




Isolierung von genomischer DNA. Genomische DNA aus H. volcanii wurde mit Hilfe des 
„Wizard Genomic DNA Purification“ Kits (Promega) nach Herstellerangaben isoliert. Die 
genomische DNA aus H. utahensis wurde freundlicherweise von der AG Schönheit 
bereitgestellt. 
 
Isolierung von Plasmidvektoren. Die Vermehrung von Plasmidvektoren erfolgte in E. coli 
XL1-Blue MRF‘ Zellen (Agilent Technologies, Waldbronn) in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 
20 ml LB-Fertig-Medium und 100 µg/ml Carbenicillin zur Selektion auf Plasmid-tragenden 
E. coli. Das Wachstum erfolgte bei 37 °C unter aeroben Bedingungen über Nacht. Die 
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Plasmide wurden anschließend mit Hilfe des „QIAprep Spin Miniprep Kit“ (Qiagen) nach 
Herstellerangaben isoliert. 
4.2.3 Polymerase-Kettenreaktion  
Die Polymerase-Kettenreaktion wurde verwendet, um offene Leserahmen (open reading 
frames, ORFs) aus genomischer DNA zu amplifizieren, Sonden herzustellen, Transkripte 
nachzuweisen, eine relative Transkript-Menge abzuschätzen und um mittels Kolonie-PCR das 
Vorhandensein von Inserts in Transformanten zu überprüfen. Ein Standard-PCR Ansatz hatte 
ein Volumen von 25 oder 50 µl und wurde für die Amplifikation in einem Thermocycler der 
Firma Biometra inkubiert. Abhängig von den Schmelztemperaturen der verwendeten 
Oligonucleotide (Tabelle 4) und der Länge der Amplifikate wurden die jeweiligen Annealing- 
und Synthesezeiten angepasst. Alle in dieser Arbeit amplifizierten PCR-Produkte wurden mit 
Enzymen und Lösungen der Firmen PeqLab oder Fermentas hergestellt.  
 
Amplifikation von Genen für die Überexpression und Komplementation. Die PCRs 
wurden in 50 µl Ansätzen durchgeführt. Die Ansätze enthielten jeweils 230-300 ng 
genomische DNA, je 200-400 nM forward und reverse Primer, 200-400 µM dNTP Mix, 
2 mM MgSO4, 1 x Reaktionspuffer (ohne MgSO4) und 1-2 U Pwo-DNA-Polymerase. Durch 
die hier verwendeten mismatch-Primer (Tabelle 4) wurden Schnittstellen in die DNA-
Fragmente eingefügt, die für die Ligation in den Vektor benötigt wurden.  
Die ORFs HVO_0478, HVO_0481, HVO_A0332 und HVO_0480 wurden unter folgenden 
Bedingungen synthetisiert: Auf eine initiale Denaturierung von 2 min bei 94 °C (96 °C für 
HVO_A0332), folgten zunächst 10 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94 °C (96 °C für 
HVO_A0332), Annealing für 1 min bei 51-54 °C und ein r Synthesezeit von 60-90 s bei 
68 °C. Darauf folgten weitere 25 Zyklen, bei denen die Annealingtemperatur um 5 °C erhöht 
wurde. Für HVO_0480 wurde die Polymerisationszeit auf 120 s verlängert. Abschließend 
folgte eine Polymerisation für 7 min bei 68 °C.  
Die ORFs HVO_A0331 und Huta_3018 wurden folgendermaßen amplifiziert: Die initiale 
Denaturierung wurde bei 94 °C für 2 min durchgeführt. Darauf folgten 10 Zyklen mit 30 s 
Denaturierung bei 94 °C, einer Annealing-Phase von 30 s bei 50-52 °C und einer 
Polymerisation für 90 s (105 s für Huta_3018) bei 68 °C. Anschließend folgten 25 Zyklen, in 
denen die Annealingtemperatur um 5 °C erhöht wurde. Eine abschließende Polymerisation 
wurde bei 68 °C für 7 min durchgeführt.  
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Die Amplifikation des ORFs HVO_A0329 erfolgte mit en r initialen Denaturierungszeit von 
10 min bei 98 °C. Darauf folgten 10 Zyklen mit 45 s Denaturierung bei 98 °C, einer 
Annealingzeit von 45 s bei 40 °C und einer Polymerisationsphase von 90 s bei 68 °C. Weitere 
30 Zyklen mit auf 45 °C erhöhter Annealingtemperatur wurden durchgeführt gefolgt von 
einer Polymerisationszeit von 7 min bei 68 °C.  
Zur Amplifikation des ORFs HVO_A0330 wurde eine sted PCR durchgeführt, bei der 
zunächst ein DNA-Fragment mit den Primern HVO_A0330frgm1s und frgm2as (Tabelle 4) 
synthetisiert wurde. Dieses DNA-Fragment enthielt dn ORF mit je 500 flankierenden Basen. 
Dafür wurde eine initiale Denaturierung für 2 min bei 94 °C durchgeführt. Anschließend 
folgten 40 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94 °C,Annealing für 30 s bei 58 °C und einer 
Synthesezeit von 2 min bei 68 °C. Abschließend wurde eine Polymersiation für 7 min bei 
98 °C durchgeführt. Dieses amplifizierte DNA-Fragment wurde der Größe nach im 
Agarosegel getrennt, aus dem Gel gereinigt (4.2.4) und diente als Template (5 ng) für eine 
weitere PCR. Dabei wurden die in Tabelle 4 genannten mismatch-Primer für die 
Überexpression verwendet. Es wurde zunächst ein initialer Denaturierungsschritt für 2 min 
bei 94 °C durchgeführt. Anschließend folgten 10 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94 °C, 
30 s Annealing bei 50 °C und 60 s Synthese bei 68 °C. Darauf folgten 25 Zyklen bei denen 
die Annealing Temperatur auf 55 °C erhöht wurde. Abschließend wurde eine Polymerisation 
für 7 min bei 68 °C durchgeführt.  
 
Herstellung von Deletionskonstrukten. Die Erstellung von Vektoren mit deren Hilfe es 
möglich war, Gene in H. volcanii H26 bzw. H555 zu deletieren, erfolgte zunächst über di  
Synthese zweier das Gen flankierender DNA-Fragmente, die jeweils 500-650 bp lang waren. 
Fragment 1 enthielt dabei zusätzlich etwa 50 bp des 5‘-Bereichs des zu deletierenden Gens 
und Fragment 2 50 bp des 3‘-Bereichs. Da diese beiden Fragmente in einer anschließenden 
PCR miteinander fusioniert werden sollten, wurde bei der Herstellung der Primer darauf 
geachtet, dass an den 3‘-Primer von Fragment 1 ca. 10 Basen angehängt waren, die 
komplementär waren zu den ersten 10 Basen im 5‘-Bereich von Fragment 2. Der 5‘-Primer 
von Fragment 2 wurde so synthetisiert, dass er ca. 10 Basen enthielt, die zu der 3‘-Sequenz 
des Fragments 1 komplementär waren. Die Ansätze für die Fragment-PCRs enthielten jeweils 
300 ng genomische DNA, 400 nM der jeweiligen Primer (Tabelle 4), 400 µM dNTPs, 2 mM 
MgSO4, 1 x Reaktionspuffer (ohne MgSO4) und 1-2 U Pwo-DNA-Polymerase. Die PCRs 
wurden mit folgendem Programm ausgeführt: 2 min initiale Denaturierung bei 94 °C, 
30 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94 °C, 30 s Annealing bei 58-60 °C, 60 s Synthese bei 
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68 °C mit 10 s Verlängerung je Zyklus (90 s Synthese für ∆HVO_A0339 ohne Verlängerung) 
und abschließende Polymerisation für 7 min bei 68 °C. Die entstandenen Fragmente wurden 
mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, aus dem Gel gereinigt (4.2.4) und anschließend 
als Template für eine Fusions-PCR verwendet. Diese enthielt jeweils equimolare Mengen 
(~150 ng) der Fragmente, je 400 nM der jeweiligen frgm1s und frgm2as Primer (Tabelle 4), 
400 µM dNTPs, 2 mM MgSO4 und 1-2 U Pwo-DNA-Polymerase. Die Amplifikation erfolgte 
mit einer initialen Denaturierung von 120 s bei 94 °C, darauf folgten 30 Zyklen mit 30 s 
Denaturierung bei 94 °C, Annealing für 30 s bei 58-60 °C und einer Synthesezeit von 90 s, 
die je Zyklus um 10 s verlängert wurde. Abschließend folgte eine Polymerisation von 7 min 
bei 68 °C.  
 
Herstellung eines Konstrukts für eine konditional letale Mutante. Es wurde ein DNA-
Fragment amplifiziert, welches aus dem kompletten Tryptophanase Promotor, dem 6 x His-
tag und dem 5‘-Bereich (213 oder 320bp) des Zielgens bestand. Als Template diente der 
Überexpressionsvektor pTA963HVO_0478 (Tabelle 3). Ein 50 µl PCR-Ansatz enthielt dabei 
40 ng Plasmid-DNA als Template, je 400 nM des forward (963_511p.tnaA_s: 5‘-
CGGTACCGGGCCCGTTCTC-3‘) und des reverse Primers HVO_0478Norasneu (Tabelle 4), 
400 µM dNTP-Mix, 2 mM MgSO4, 1 x Puffer inkomplett und 1 U Pwo-DNA-Polymerase. 
Die Amplifikation des Fragments wurde mit einer initialen Denaturierungszeit von 2 min bei
94 °C gestartet. Anschließend folgten 10 Zyklen mit einer Denaturierung von 30 s bei 94 °C, 
Annealing bei 50 °C für 30 s und einer Polymerisation für 90 s bei 68 °C. Danach wurden 
25 weitere Zyklen, in denen nur die Annealing-Temperatur auf 55 °C erhöht wurde, 
durchgeführt. Es folgte eine abschließende Polymerisation für 7 min bei 68 °C.  
 
Pop-out PCR. Die pop-out PCR diente der Identifitkation der Deletionsmutante nach 
erfolgtem pop-out (Herausloopen des Vektors aus der chromosomalen DNA, 4.2.9). Um 
zwischen dem Wildtyp und einer erfolgreichen Deletion zu unterscheiden, wurden mehrere 
Klone mittels Pop-out PCR untersucht. Jeder Klon wurde in 20 ml Medium angeimpft und 
mehrere Tage bei 42 °C inkubiert. Aus diesen Kulturen wurde jeweils ein Aliquot von 100 µl 
in einer MiniSpin plus Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) bei 8000 rpm pelletiert. Der 
Überstand wurde entfernt, die Zellen in 100 µl H2O lysiert und 2 µl als Template in die pop-
out PCR eingesetzt. Zudem enthielten die 25 µl Ansätze je 200 nM der jeweiligen frgm1s und 
frgm2as Primer (Tabelle 4), 200 µM dNTP-Mix, 1 x Puffer Y, 1 x Enhancer und 0,5 U Taq-
DNA-Polymerase. Für die Deletionskonstrukte, ∆HVO_A0329, ∆HVO_A0330, 
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∆HVO_A0331, ∆HVO_A0332 und ∆HVO_A0339 wurde das PCR-Programm mit einer 
initialen Denaturierung bei 98 °C für 4 min 30 s begonnen. Anschließend folgten 40 Zyklen 
30 s Denaturierung bei 98 °C, Annealing bei 55 °C für 30 s (60 °C für ∆HVO_A0329) und 
einer Synthese bei 72 °C für 150 s (120 s für ∆HVO_A0329, 90 s für ∆HVO_A0332). Darauf 
folgte eine abschließende Polymerisationszeit von 7 min bei 72 °C. Die pop-out PCR für 
∆HVO_0478 und ∆HVO_0481 erfolgte wie oben angegeben, allerdings betrug die 
Synthesezeit 90 s, mit jeweils 20 s Zugabe pro Zyklus. Die Annealing- Temperatur für 
∆HVO_0481 lag bei 60 °C.  
  
Herstellung von DNA Sonden für Southern Blot und Northern Blot. Die Herstellung der 
Digoxigenin-markierten Sonden für den Nachweis erfolg eicher Deletionen im Southern Blot 
erfolgte mit Hilfe des „PCR DIG Probe Synthesis Kit“ (Roche). Ein 25 µl Reaktionsansatz 
enthielt 25-200 pg Plasmid-DNA, welche die zu synthetisierende DNA-Sequenz enthielt 
(Tabelle 3). Der Ansatz enthielt außerdem je 500 nM forward und reverse Primer (Tabelle 4), 
1 x PCR-Puffer mit 1,5 mM MgCl2, 0,5 x „PCR DIG Probe Synthesis Mix“, 0,5 x „dNTP 
stock solution“ und 1,75 U Enzym Mix. Alternativ wurden die Sonden mit Hilfe einer Taq-
DNA-Polymerase hergestellt. Dazu wurden in 25 µl Ansätzen je 100 pg Plasmid-DNA, je 
500 nM forward und reverse Primer (Tabelle 4), 1 x „PCR DIG Probe Synthesis Mix“, 1 x 
Puffer Y, 1 x Enhancer und 0,5 U Taq-DNA-Polymerase eingesetzt. Die Amplifikation der 
Sonden wurde mit einer initialen Denaturierung bei 95 °C für 120 s (für Taq-Polymerase 
4 min 30 s) gestartet. Darauf folgten 40 Zyklen mit30 s Denaturierung bei 95 °C, Annealing 
für 30 s bei 60 °C und einer Polymerisationszeit von 90 s bei 72 °C. Abschließend wurde eine 
Polymerisation für 7 min bei 72 °C durchgeführt. 
Die Herstellung der Digoxigenin-markierten Northern Blot Sonden wurde, wie für die 
Southern Blot Sonden beschrieben, mit Hilfe der Taq-DNA-Polymerase in 50 µl Ansätzen 
durchgeführt. Als Template wurden entweder genomische DNA (20-25 ng) oder Plasmid-
DNA (20-25 ng) des jeweils entsprechenden Überexpressionsvektors (Tabelle 3) verwendet. 
Die Amplifikation erfolgte wie oben beschrieben, mit 55 °C Annealing-Temperatur und 60 s 
Synthesezeit. 
 
Kolonie-PCR. Nach erfolgter Ligation (4.2.5) eines Inserts in eien Plasmidvektor und 
anschließender Transformation in E. coli XL1-Blue MRF‘ (4.2.6) wurden die E. coli 
Einzelkolonien mittels Kolonie-PCR darauf untersucht, ob das jeweils aufgenommene 
Plasmid ein Insert von erwarteter Länge enthielt. Die hierfür verwendeten Primerpaare waren 
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komplementär zu den die Multiple Cloning Site flankierenden Sequenzen des verwendeten 
Vektors. Für pTA963 wurden die Primer pTA963p.tnaA_s und T3 verwendet und für pTA131 
M13 uni (-21) und T3 (Tabelle 4). Die Kolonie-PCR wurde in 25 µl Ansätzen durchgeführt. 
Darin enthalten waren jeweils 1 x Puffer Y, 1 x Enha cer, 200 µM dNTP-Mix, je 200 nM der 
entsprechenden Primer und 0,5 U Taq-DNA-Polymerase. Als Template wurde von jeder zu 
untersuchenden Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher etwas Zellmaterial abgenommen und 
in den Reaktionsansatz gegeben. Die Amplifikation erfolgte mit einem initialen 
Denaturierungsschritt von 95 °C für 4 min 30 s. Darauf folgten 30 Zyklen mit 30 s 
Denaturierung bei 95 °C, 30 s Annealing bei 48 °C und einer Synthesezeit von 30-120 s bei 
72 °C, die abhängig von der Länge des zu amplifizierenden Fragments gewählt wurde. 
Abschließend wurde eine Synthese von 7 min bei 72 °C durchgeführt.  
 
4.2.4 Reinigung, Konzentrations- und Größenbestimmung von DNA 
Reinigung von DNA. Die Reinigung von amplifizierten PCR-Produkten und 
restriktionshydrolysierter DNA erfolgte entweder mit dem „PCR-Purification“ Kit (Qiagen) 
oder, nach Auftrennung im Agarose Gel, mit dem „Gel Extraction“ Kit (Qiagen) nach den 
Angaben des Herstellers.  
 
DNA-Konzentrationsbestimmung. Die Konzentration von DNA wurde mittels 
Absorptionsmessung bei 260 und 280 nm am NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer 
(NanoDrop Technologies, Inc.; Wilmington, USA) bestimmt. Die Konzentration wurde durch 
die Software ND-1000 ermittelt und zusätzlich wurde mit dem Absorptionsquotienten 
260/280 nm die Reinheit der DNA analysiert. Reine DNA weist einen Absorptionsquotienten 
von 1,8 auf (Sambrook et al. 1989). 
 
Agarosegelelektrophorese. PCR-Produkte, Plasmide oder genomische DNA wurden mittels 
Agarosegelelektrophorese analytisch oder präparativ getrennt. Die Trennung erfolgte dabei in 
1%igen Agarosegelen. Die Agarose wurde für analytische Gele (30 ml) oder präparative Gele 
(50 ml) in entsprechender Menge 1 x TBE-Puffer (89 mM Tris-HCl, pH 8 mit 89 mM 
Borsäure und 2 mM EDTA) durch Aufkochen gelöst. Nach Abkühlen auf ca. 60 °C wurde der 
Lösung 1,5 µl bzw. 2,5 µl 1%ige Ethidiumbromidlösung zugegeben und die Agaroselösung in 
eine Gießvorrichtung (Biometra, 7 x 10 cm) gegossen. Nach dem Aushärten wurde das Gel in 
die mit 1 x TBE gefüllte Laufkammer eingesetzt und mit den Proben beladen, die vorher mit 
Material und Methoden 
37 
 
6 x Auftragspuffer (Fermentas) versetzt wurden. Zusätzlich wurde noch ein Größenstandard 
(GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder oder GeneRuler 1 kb DNA Ladder) aufgetragen. Die 
Elektrophorese erfolgte bei 100 V für 60 min in TBE-Puffer. Die DNA wurde im Anschluss 
an die Elektrophorese durch Anregung mit UV-Licht bei einer Wellenlänge von 312 nm 
sichtbar gemacht.  
 
4.2.5 Restriktionshydrolyse und Ligation 
Restriktionshydrolyse. PCR-Produkte, Plasmide und genomische DNA wurden mit 
Restriktionsenzymen (NEB, Schwalbach/Taunus) als Doppel- oder Einzelverdau angesetzt. 
Für die Auswahl der Temperatur und Puffer wurden die Herstellerangaben befolgt. Ein 
Verdau erfolgte über Nacht in einem Volumen von 50 µl.  
 
Ligation. Ein Ligationsansatz (20 µl) enthielt für eine sticky-end-Ligation 
restriktionsverdautes Plasmid und PCR-Produkt, wobei das PCR-Produkt in 3-10-fachem 
molaren Überschuss eingesetzt wurde. Des Weiteren enthielt jeder Ansatz 1 U T4-DNA-
Ligase (Fermentas) und 1 x T4-DNA-Ligasepuffer. Die Ansätze wurden bei 22 °C für 2 h 
inkubiert, für 20 min gegen H2Obidest mikrodialysiert und anschließend für die Transformation 
in E. coli eingesetzt (4.2.6). Für eine blunt-end-Ligation mit dem EcoRV verdauten Vektor 
pTA131, waren in dem Ligationsansatz (20 µl) folgende Komponenten enthalten: PCR-
Produkt im 3-fachen molaren Überschuss zum Vektor, restriktionshydrolysierter Vektor, 20 U 
EcoRV, 2 µl des zum Restriktionsenzym gehörigen Puffers (NEB, Schwalbach/Taunus), 5 % 
PEG 4000, 0,5 mM ATP und 5 U T4-DNA-Ligase. Die Ansätze wurden 2 h bei 22 °C 
inkubiert und für 20 min bei 65 °C inaktiviert. Anschließend wurden sie für 20 min gegen 
H2Obidest mikrodialysiert und dann für die Transformation in E. coli eingesetzt (4.2.6).  
 
4.2.6 Herstellung elektrokompetenter Zellen und Transformation von E. coli 
Elektrokompetente Zellen. Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli XL1-Blue MRF‘ 
Zellen wurden 200 ml LB-Medium mit einer über Nacht gewachsenen Vorkultur 1,5%ig 
angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Bei einer OD600 von 0,7-1,0 wurden die Zellen für 15 min 
auf Eis inkubiert und anschließend für 10 min bei 4 °C und 4500 x g zentrifugiert. Das Pellet 
wurde dann in 100 ml kaltem, sterilem H2Odest resuspendiert und nochmal zentrifugiert. 
Daraufhin wurde der Überstand entfernt und das Pellet in 4 ml 10 % Glycerin aufgenommen. 
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Von dieser Zellsuspension wurden 40 µl Aliquots in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und 
mit flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C. 
 
Transformation von E. coli. 
 Zur Transformation von E. coli wurden zunächst 40 µl der elektrokompetenten Zellen auf Eis 
aufgetaut und 1 µl Plasmid oder 2-5 µl Ligationsansatz zugegeben und gemischt. Die 
Elektroporation erfolgte in einer eisgekühlten Elektroporations-Küvette (Biozym, Hessisch 
Oldendorf) bei 2,5 kV, 12,5 kV/cm, 25 µF und 200 Ω (Biorad Pulse Controller und Biorad 
Gene PulserTM, Biorad, München). Nach der Elektroporation wurden die Zellen sofort in 
700 µl SOC-Medium (0,5 % Hefeextrakt, 2 % Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 
MgSO4, 20 mM Glucose, pH 7; auf 37 °C vorgewärmt) aufgenommen und bei 37 °C für 1 h 
bei 750 rpm (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. 10-200 µl dieser 
Zellsuspension wurden anschließend auf Carbenicilli-haltige (100 µg/ml) LB-Platten 
ausplattiert und bei 37 °C über Nacht inkubiert. Die anschließende Isolation der Plasmide 
erfolgte wie in 4.2.2 beschrieben.  
 
4.2.7 Sequenzierung 
Alle Plasmide (Tabelle 3) wurden sequenziert, um das Insert und die flankierenden Bereiche 
auf Fehler zu überprüfen. Die Sequenzierung fand bei der Firma MWG (MWG, Ebersberg) 
statt. Anschließend wurden die Chromatogramme, bzw. die erhaltenen Sequenzen mittels 
ClustalW2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) mit den Originalsequenzen 
(www.halolex.mpg.de/public/) verglichen. Bei Fehlerfr iheit wurden die Plasmide 
weiterverwendet.  
 
4.2.8 Transformation von Haloferax volcanii  
Für die Transformation von H. volcanii H26, H555 und H1209 wurden zunächst 2 ml der 
entsprechenden exponentiell wachsenden Kultur für 2 min bei 8000 rpm zentrifugiert. 
Anschließend wurde der Überstand komplett abgenommen und das Zellpellet in einem 
Gemisch aus 162 µl Sphäroblastenbildungslösung (50 mM Tris-HCl pH 8,2, 800 mM NaCl, 
27 mM KCl, 15 % Saccharose) und 18 µl 0,5 M EDTA-Lösung pH 8,2 vorsichtig 
resuspendiert. Nach einer mikroskopischen Kontrolle der Sphäroblastenbildung wurden 20 µl 
DNA-Lösung (2-5 µg Plasmid in 0,8 M NaCl) zugegeben und die Reaktionsgefäße vorsichtig 
20-mal invertiert und für 5 min bei 20 °C inkubiert. In die Deckel der Reaktionsgefäße 
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wurden dann 210 µl einer PEG-Lösung (60 % PEG 600 und 40 % 
Sphäroblastenbildungslösung) gegeben, die durch rasches Schwenken mit der Zell-DNA-
Lösung vermischt und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Anschließend wurden 
die Zellen mikroskopisch auf eine typische Aggregatbildung kontrolliert. Die Zellsuspension 
wurde dann mit 1800 µl Sphäroblastenverdünnungslösung (50 mM Tris-HCl, pH 7,2, 3,4 M 
NaCl, 175 mM MgSO4, 34 mM KCl, 5 mM CaCl2, 15 % Saccharose) verdünnt. Jeweils 
200 µl der Ansätze wurden auf einer Deletionsmedium-Agarplatte ausplattiert und für ca. 
7 Tage bei 42 °C inkubiert bis einzelne Kolonien unter dem Binokular sichtbar waren.  
 
4.2.9 Konstruktion von Deletionsmutanten und deren Komplementationen 
Deletionsmutanten. Die Herstellung von Deletionsmutanten erfolgte in deser Arbeit mit 
Hilfe der pop-in/pop-out Methode (Allers and Ngo 2003;Bitan-Banin et al. 2003). Der für 
diese Methode verwendete Vektor pTA131 verfügt über ein funktionelles pyrE2-Gen, 
welches für eine Orotat-Phosphoribosyl-Transferase kodiert, die in der Uracil-Biosynthese 
essentiell ist und unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors steht. In den Vektor wurde 
ein DNA-Fragment eingefügt, welches jeweils zu den 5‘- und 3‘- flankierenden Bereichen des 
zu deletierenden Gens komplementär war (4.2.3). H. volcanii H26 oder H555 wurden mit dem 
hergestellten Deletionsvektor transformiert. Da pTA131 keinen haloarchaeellen 
Replikationsursprung für die Replikation in H. volcanii besitzt, konnte in Uracil-freiem 
Medium auf Transformanden selektiert werden, die durch homologe Rekombination das 
Plasmid integriert haben. Die Orotat-Phosphoribosyl-Transferase (pyrE2) diente dabei als 
Selektionsmarker, um die Uracil-Auxotrophie des verwendeten H. volcanii Stammes zu 
komplementieren. Die homologe Rekombination fand an einer der beiden Gen-flankierenden 
Bereiche des Zielgens statt (pop-in). Nach zehnmaligem Überimpfen mit jeweils 1-1,5%igem 
Inokulum der vorangegangenen Kultur in Uracil-freiem Medium wurden 1 ml Kultur 
entnommen und bei 8000 rpm für 120 s zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100 µl 
Deletionsmedium mit 50 µg/ml 5-Fluoro-Orotsäure (FOA) und 30 µg/ml Uracil resuspendiert 
und auf eine Deletionsmedium-Agarplatte mit den gleich n Konzentrationen FOA und Uracil 
ausgestrichen. Das dem Medium zugegebene FOA wurde von den Zellen, die den Vektor 
noch im Genom integriert haben, durch die auf dem Vektor kodierte Orotat-Phosphoribosyl-
Transferase in 5-Fluorouracil umgesetzt. 5-Fluorouracil ist für die Zellen toxisch und kann 
deshalb für die Selektion auf ein zweites homologes R kombinationsereignis verwendet 
werden, bei dem das Plasmid wieder aus dem Genom entfernt wird (pop-out). Dabei kann 
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entweder das Wildtyp-Gen oder die Deletion im Genom der Klone bleiben. Deshalb wurden 
von der Pop-out-Platte mehrere Klone gepickt und mittels Pop-out PCR (4.2.3) auf eine 
Deletion überprüft. Klone, die das deletierte Gen enthi lten, wurden dann 10-mal mit jeweils 
1-1,5 % Inokulum überimpft. Die entstandene Deletionsmutante war nun eine Uracil-
auxotrophe Mutante, die für die Herstellung von Doppelmutanten mit Hilfe derselben 
Methode verwendet werden konnte.  
 
Southern Blot Analysen. Die Deletionen wurden mittels Southern Blot Analysen 
kontrolliert. Dazu wurde die genomische DNA aus Wildtyp- und Pop-out-Kulturen isoliert 
(4.2.2) und mit Restriktionsendonukleasen hydrolysiert (4.2.5). Die Auswahl der 
Restriktionsenzyme wurde je nach Deletionskonstrukt so gewählt, dass die entstehenden 
Fragmente nicht größer als 7 kb waren. Die DNA-Fragmente wurden in einem 1%igen 
Agarosegel für ca. 90 min bei 100 V aufgetrennt (4.2.4)  Neben einem Standard (GeneRuler 1 
kB DNA Ladder, Fermentas) und jeweils 1-2 µg der DNA-Fragmente wurde zusätzlich ein 
DIG-markierter Größenstandard (DNA Molecular Weight Marker III, Digoxigenin-labeled, 
Roche) aufgetragen. Anschließend wurde die DNA mittels Vakuum (Vacu-Blot, Biometra) 
aus dem Gel auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert. Das Gel wurde zunächst 
bei -60 mbar für 25 min in Depurinationslösung (250 mM HCl), für 20 min in 
Denaturierungslösung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl), und für weitere 25 min in 
Neutralisierungslösung (0,5 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl, pH 7,5) inkubiert. Der Unterdruck 
wurde dann auf -80 mbar erhöht und für weitere 40 min in 20 x SSC (3 M NaCl, 300 mM Na-
Citrat, pH7) geblottet. Die Membran wurde danach für 90 s unter UVA-Licht (λ = 312 nm) 
inkubiert, sodass eine DNA-Fixierung stattfand (Cross-linking), und anschließend in 50 ml 
Reaktionsgefäßen in 10 ml vorgewärmter DIG Easy Hyb Lösung (Roche) bei 50 °C für 
mindestens 30 min prähybridisiert. Die hergestellten Sonden (jeweils ca. 200 ng) wurden für 
7 min bei 99 °C denaturiert, auf Eis abgekühlt und i  10 ml DIG Easy Hyb (auf 50 °C 
vorgewärmt) verdünnt (4.2.3). Diese Hybridisierungslösung wurde gegen die 
Prähybridisierungslösung ausgetauscht und die Membran über Nacht bei 50 °C und 6 rpm 
inkubiert. Die verwendete Hybridisierungslösung (Zur mehrfachen Verwendung wurden 
Sonden bei -20 °C gelagert und vor erneuter Verwendung für 10 min bei 68 °C inkubiert) 
wurde abgegossen, die Membran zweimal mit 25 ml Low Stringency Buffer (2 x SSC, 
0,1 % SDS) bei Raumtemperatur und zweimal mit 25 ml High Stringency Buffer (0,5 x SSC, 
0,1 % SDS) bei 68 °C inkubiert. Bei allen Schritten wurde darauf geachtet, dass die Membran 
nicht trocknet. Die anschließende Detektion spezifischer Signale wurde mit dem 
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„Luminescent Detection Kit“ (Roche) nach Herstellerangaben durchgeführt. Durch das 
entstandene spezifische Bandenmuster konnte eine erfolgr iche Deletion nachgewiesen 
werden.  
 
Komplementation. Deletionsmutanten, die im Gegensatz zum Wildtyp nicht mehr in der 
Lage waren auf bestimmten C-Quellen zu wachsen oder ein verlangsamtes Wachstum 
zeigten, wurden mit dem Überexpressionsvektor pTA963 transformiert, der jeweils das 
funktionelle Gen unter der Kontrolle eines durch Tryptophan induzierbaren Promotors trug 
(4.2.8). Die Transkription des entsprechenden Gens wurde mit 80 µM Tryptophan induziert 
und das Wachstum gemessen. Mit dieser in-tra s Komplementation sollte jeweils gezeigt 
werden, dass der Wachstumsphänotyp der Mutante ausschließlich auf die Deletion des 
Zielgens zurückzuführen war.  
 
4.2.10 Herstellung von konditional letalen Mutanten 
Das Gen HVO_0478, das für die anabole GAP-DH kodiert, konnte nicht mittels pop-in/pop-
out Methode deletiert werden. Deshalb wurde das Gen chromosomal unter die Kontrolle eines 
künstlich induzierbaren Promotors gestellt, so dass ein gezieltes An- und Abschalten des Gens 
möglich war (Gäbel et al. 2013). Dazu wurde zunächst mittels PCR (4.2.3) ein DNA-
Fragment amplifiziert, das den kompletten mit Tryptophan induzierbaren Promotor (p.tnaA) 
am 5‘-Ende und neben einem 6 x His-tag eine kurze Sequenz des 5‘-Bereichs des Zielgens 
(20-30 % des Zielgens) umfasste. Als Template diente der Überexpressionsvektor, mit dessen 
Hilfe eine Tryptophan induzierte homologe Überexpression eines Gens und eine 
anschließende Reinigung mittels Nickel-NTA möglich waren. Das synthetisierte DNA-
Fragment wurde anschließend mittels blunt-end Ligation in pTA131 ligiert (4.2.5) und 
H. volcanii H26 wurde mit dem konstruierten Plasmid transformie t (4.2.8). Eine episomale 
Vermehrung des Plasmids pTA131 ist aufgrund des fehlenden haloarchaeellen 
Replikationsursprungs nicht möglich.Die Selektion auf Zellen, die durch homologe 
Rekombination das Plasmid ins Genom integriert haben, erfolgte durch Wachstum auf 
Medium ohne Zugabe von Uracil, da durch die Aufnahme des Vektors die Uracil-
Auxotrophie (∆pyrE2) des Stamms komplementiert wurde. 
Der daraus resultierende Stamm kodierte nun für das Wildtyp-Gen (HVO_0478) unter der 
Kontrolle des mit Tryptophan induzierbaren Promotors, wohingegen der native Promotor vor 
dem inkompletten und damit funktionslosen Gen lag. Damit das Wildtyp-Zielgen konstitutiv 
Material und Methoden 
42 
 
exprimiert vorlag, enthielt das Medium Tryptophan (80-400 µM). Es wurde jeweils ein Klon 
von der Transformationsplatte abgenommen und zehnmal mit jeweils 1-1,5 % Inokulum aus 
der vorangegangenen Kultur auf Deletionsmedium mit Tryptophan überimpft. Anschließend 
wurde mittels Southern Blot (4.2.9) die erfolgreiche Insertion des Plasmids in das 
Chromosom überprüft und Wachstumsversuche (4.1) auf Synthetik-Medium mit und ohne 
Zugabe von 200 µM Tryptophan durchgeführt, um phänotypische Unterschiede zu zeigen.  
 
4.2.11 Transkriptnachweis mittels Northern Blot und RT-PCR 
Der Nachweis von Transkripten erfolgte mittels Northe n Blot oder RT-PCR. Um bei 
Arbeiten mit RNA eine Kontamination mit RNasen auszuschließen, wurden vor der 
Benutzung alle verwendeten Glaswaren bei 240 °C für 4 h inkubiert und alle Plastikwaren 
doppelt autoklaviert. Labortisch und Pipetten wurden vor Beginn der Arbeiten mit 0,1 M 
NaOH und 1 mM EDTA behandelt. Alle verwendeten Lösungen wurden mit 0,1 % 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, über Nacht bei 37 °C auf einem Reziprokschüttler 
inkubiert und anschließend autoklaviert.  
 
Isolierung und Reinigung von RNA. Die Isolierung von RNA erfolgte aus 2-6 ml 
exponentiell wachsender Kultur (OD600 = 1-1,5). Die Zellen wurden bei 13000 rpm für 2 min 
zentrifugiert und das Pellet wurde in 1 ml TRI-Reagnz (Sigma-Aldrich) resuspendiert. Die 
Gesamt-RNA wurde anschließend nach Angaben des Herstell  isoliert. Eine 
Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte am Nanodrop (4.2.4). Die Konzentration wurde 
durch die Software ND-1000 ermittelt. Reine RNA weist dabei einen 260/280 nm Quotienten 
von 2 auf (Sambrook et al. 1989). Um mögliche Kontaminationen mit DNA auszuschließen, 
wurde die RNA vor Verwendung in Northern Blot und RT-PCR mit DNaseI (Fermentas) nach 
den Angaben des Herstellers behandelt.  
 
Northern Blot. Die RNA wurde zunächst in 1,2%igen Formaldehydgelen g trennt. Dafür 
wurde die Laufkammer der Agarose-Gelelektrophorese über Nacht in 0,5 % SDS inkubiert. 
Die Agarose wurde durch Aufkochen in 50 ml MOPS-Puffer (20 mM MOPS, 5 mM Na-
Acetat, 2 mM EDTA, pH 7) gelöst und auf ca. 60 °C abgekühlt, bevor 2,5 µl 0,01 % 
Ethidiumbromid und 900 µl 37 % Formaldehyd zugegeben wurden. Die Agarose-Lösung 
wurde anschließend in eine Gießvorrichtung gegossen (Biometra, 7 x 10 cm). Das 
ausgehärtete Gel wurde dann für 30 min in 1 x FA-Laufpuffer (MOPS-Puffer mit 0,74 % 
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Formaldehyd) equilibriert und anschließend die Proben aufgetragen, die mit 2 x 
Auftragspuffer für RNA (Fermentas) versetzt waren. Zusätzlich wurde als RNA-Standard der 
RiboRulerTM High Range RNA Ladder (Fermentas) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 
bei 100 V für 60 min. Die Visualisierung der RNA fand durch eine Anregung mit UV-Licht 
bei 312 nm statt. Die RNA wurde dann mit Hilfe eines VacuBlot Systems (Vacu-Blot, 
Biometra) auf eine positiv geladene Nylon-Membran (Roche) übertragen. Der Transfer wurde 
zunächst bei -60 mbar mit 2 x 25 min H2O und 2 x 30 min 20 x SSC (3 M NaCl, 300 mM Na-
Citrat, pH7) durchgeführt. Im Anschluss daran wurde ein weiterer Blotting-Schritt 
bei -80 mbar mit 20 x SSC für 40 min durchgeführt. Die Membran wurde dann für 5 min in 
2 x SSC (aus 20 x SSC verdünnt) gewaschen und anschließend zur Fixierung der RNA für 
30 min bei 120 °C inkubiert. Danach wurde die Membran für mindestens 30 min in einem 
Hybridisierungsröhrchen mit 10 ml vorgewärmter DIG Easy Hyb Lösung (Roche) bei 50 °C 
in einem Hybridisierungsofen bei 6 rpm inkubiert. Die jeweils verwendete Digoxigenin-
markierte DNA-Sonde (4.2.3) wurde für 7 min bei 99 °C denaturiert, sofort auf Eis abgekühlt, 
mit 10 ml frischer, vorgewärmter DIG Easy Hyb Lösung gemischt und zu der Membran 
gegeben. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 50 °C im Hybridisierungsofen bei 6 rpm. Die 
Sonde wurde in DIG Easy Hyb gelagert (-20 °C) und konnte mehrfach wiederverwendet 
werden (4.2.9).  
Anschließend wurde die Membran 2 x für 5 min in Low Stringency Buffer (2 x SSC mit 
0,1 % SDS) bei Raumtemperatur und dann 2 x für 5 min bei 50 °C im Hybridisierungsofen 
gespült. Die darauffolgende Detektion wurde mit dem „Luminescent Detection Kit“ (Roche) 
nach Herstellerangaben durchgeführt.  
 
Nachweis von Transkripten durch Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR). Die RT-PCR 
wurde für eine semiquantitative Analyse von Transkriptmengen eines Gens auf verschiedenen 
C-Quellen genutzt. Die Transkripte von HVO_A0329 und HVO_0950 wurden mittels RT-
PCR unter Verwendung des OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) nachgewiesen. Ein 12,5 µl 
Ansatz enthielt 20-30 ng RNA (für ein Transkript jeweils die gleiche Menge), je 600 nM 
forward und reverse Primer (Tabelle 4), 400 µM dNTP-Mix, 1 x RT-Puffer und 0,5 µl 
Enzym-Mix. Die verwendeten Primer sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Die Proben wurden 
für die reverse Transkription zunächst 30 min bei 50 °C inkubiert. Anschließend wurde die 
reverse Transkriptase für 15 min bei 95 °C denaturiert und die DNA-Polymerasen aktiviert. 
Daran schlossen sich mehrere Zyklen aus Denaturierung für 30 s bei 95 °C, Annealing für 
30 s bei 60-62 °C und einer Synthesezeit von 30-60 s bei 72 °C an. Abschließend wurde eine 
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Polymerisationszeit von 10 min bei 72 °C durchgeführt. Für die semiquantitativen Ansätze 
variierte die Anzahl der verwendeten Zyklen je nach Transkript (26 Zyklen (ribL), 36 Zyklen 
(HVO_A0329), 30 Zyklen (HVO_0950)). Als konstitutive Kontrolle in den semiquantitativen 
Ansätzen diente ribL. Um eine Kontamination der RNA mit DNA auszuschließen wurden 
Kontrollansätze pipettiert, bei denen die Zugabe der RNA erst nach dem Inaktivierungsschritt 
der Reversen Transkriptase zugegeben wurde.  
 
4.3 Analytische Methoden 
4.3.1 Bestimmung von Galactosekonzentrationen in Wachstumsüberständen 
Die D-Galactose-Konzentration wurde enzymatisch mitHilfe der gereinigten Galactose-
Dehydrogenase (GalDH) aus H. volcanii (4.4.1) bestimmt. Der Nachweis erfolgte dabei über 
die Reduktion von NADP+, die bei 340 nm photometrisch bestimmt werden konnte. Die Tests 
wurden in 50 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, pH 8 bei 42 °C in 1 ml Ansätzen durchgeführt. Als 
Kontrolle für die vollständige Umsetzung und die Proportionalität der Messung wurde eine 
Eichgerade aus verschiedenen bekannten Galactose-Konzentrationen bei jeder Messung 
durchgeführt. Die Ansätze enthielten jeweils 2 mM NADP+ und bis zu 150 µM Galactose. 
Die Ansätze wurden jeweils bei 42 °C bis zu einer konstanten Extinktion bei 340 nm 
vorinkubiert. Durch die Zugabe von 1 U GalDH wurde i Reaktion gestartet, nach ca. 2 h 
war die Galactose vollständig umgesetzt und die Extinktion wurde erneut bestimmt. Aus der 
Extinktionsdifferenz wurde mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten (ε = 6,3 mM-1cm-1) die 
Galactosekonzentration der Proben ermittelt.  
 
4.3.2 Bestimmung von 2-Keto-3-Desoxyzuckersäuren 
2-Keto-3-Desoxygluconat (KDG) wurde von der Arbeitsgruppe Schönheit und 2-Keto-3-
Desoxygalactonat (KDGal) wurde von Michael Danson (Bath, UK) zur Verfügung gestellt. 
Die Konzentration der Lösungen wurde enzymatisch mit Hilfe einer KDG-Kinase aus 
H. volcanii (Pickl et al. 2014) ermittelt. Für die Substrate 2-Keto-3-Desoxy-6-
Phosphogluconat (KDPG) und 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphgalactonat (KDPGal) (Sigma-
Aldrich) waren die Herstellerangaben über die Reinhit der Produkte nicht eindeutig, sodass 
für diese Produkte die Konzentration zunächst enzymatisch unter Verwendung der KDPGal-
Aldolase aus H. volcanii bestimmt wurde. Die enzymatisch ermittelte Konzentration wurde 
jeweils für die Ermittlung eines Extinktionskoeffizienten im Thiobarbiturat-Test (s.u.) 
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verwendet. Der Thiobarbiturat-Test wurde dann für die Ermittlung von Enzymraten der 
KDPG-Aldolase und der Galactonat-Dehydratase verwendet. 
 
Enzymatischer Test. Die Konzentrations-Bestimmung von KDPG- und KDPGal-Lösungen 
wurde enzymatisch mit Hilfe der gereinigten KDPGal-Aldolase aus H. volcanii (4.4.3) 
durchgeführt. Dabei wurde die vollständige Umsetzung von KDPG oder KDPGal zu 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat gemessen. Mit Hilfe einer Lactat-Dehydrogenase 
wurde das gebildete Pyruvat mit NADH zu Lactat reduziert. Es wurde gewährleistet, dass 
NADH im Überschuss vorlag. Die Oxidation von NADH wurde im Photometer bei 340 nm 
gemessen. Die Ansätze wurden bei 42 °C in 1 ml Ansätzen in 50 mM Tris-HCl, 0,5 M KCl, 
pH 7,5 durchgeführt. Die Ansätze enthielten jeweils 0,3 mM NADH, 3 U Lactat 
Dehydrogenase, 2,7 µg gereinigte, rekombinante KDPGal-Aldolase und verschiedene 
Konzentrationen von KDPG bzw. KDPGal. Die Extinktion bei 340 nm wurde vor Zugabe der 
KDPGal-Aldolase bestimmt (E1). Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe der KDPGal-
Aldolase. Nach ca. 10 min war die Zuckersäure vollständig umgesetzt und die Extinktion 
wurde erneut bestimmt (E2). Durch die errechnete Extinktionsdifferenz wurde mit Hilfe des 
Extinktionskoeffizienten von NADH (ε = 6,2 mM-1cm-1) die in den Proben enthaltene Menge 
an KDPG bzw. KDPGal ermittelt. Die Messwerte waren bis zu einer Konzentration von 
100 µM KDPG bzw. KDPGal proportional. 
 
Colorimetrischer Test. Um mit dem colorimetrischen Thiobarbitursäure Test (Weissbach 
und Hurwitz 1959) die Enzymaktivität der Galactonat-Dehydratase und der KDPG-Aldolase 
zu bestimmen, musste zunächst der molare Extinktionskoeffizient von KDG, KDGal, KDPG 
und KDPGal im Thiobarbiturat-Test bestimmt werden. Für die Zuckersäure-Lösungen, deren 
Konzentrationen enzymatisch bestimmt worden waren, wurde der Thiobarbiturat-Test mit 
Hilfe verschiedener eingesetzter Konzentrationen kalibiert. Dazu wurden 50 µl Probe der 
jeweiligen Zuckersäure mit je 125 µl Perjodat-Lösung (0,025 M HJO4
– in 0,125 M H2SO4) 
versetzt und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 250 µl Arsenit-
Lösung (2 % NaAsO2 in 0,5 M HCl) zugegeben, und nach 2 min bei Raumtemperatur wurden 
1000 µl Thiobarbitursäure-Lösung (0,3 % Thiobarbiturat in H2O) zugegeben. Es folgte eine 
Inkubation für 10 min bei 100 °C im Thermoblock. Die Proben wurden kurz auf Eis 
abgekühlt und anschließend für 10 min bei 13000 rpmzentrifugiert. Die Extinktion des 
Überstands wurde photometrisch bei 548 nm ermittelt. Dabei ergab sich für KDG und 
KDPGal ein molarer Extinktionskoeffizient von 67,8 mM-1cm-1, der für KDG schon bekannt 
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war (Gottschalk und Bender 1982). Für KDGal wurde der molare Extinktionskoeffizient auf 
39,1 mM-1cm-1 bestimmt. Für KDPG ergab sich ein molarer Extinktionskoeffizient von 
0,93 mM-1cm-1. Eine Proportionalität der Konzentrationen im Thiobarbitursäure-Test konnte 
jeweils nachgewiesen werden.  
 
Die KDPG-Aldolase Aktivität wurde in Richtung der Bildung von KDG oder KDPG aus 
Glycerinaldehyd bzw. Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat mit Hilfe des 
Thiobarbitursäure-Tests ermittelt. Dazu wurden die ob n genannten Extinktionskoeffizienten 
verwendet. Es wurden jeweils 50 µl oder geeignete Verdünnungen der Überstände aus der 
diskontinuierlichen Messung eingesetzt (4.4.3).  
Die Enzymraten der Galactonat-Dehydratase aus H. volcanii wurden ebenfalls mittels 
Thiobarbitursäure-Test gemessen. Die in den diskontinuierlichen Test (4.4.2) eingesetzten 
Substrate Galactonat oder Gluconat wurden durch die Galactonat-Dehydratase in die 
jeweiligen Produkte KDGal bzw. KDG umgesetzt. Mit Hlfe des Thiobarbiturat-Tests und der 
oben ermittelten Extinktionskoeffizienten wurde dann aus den Überständen die 
Produktkonzentration bestimmt. Es wurden jeweils 50 µl oder geeignete Verdünnungen der 
Überstände aus der diskontinuierlichen Messung in den Thiobarbitursäure Test eingesetzt.  
 
4.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung  
Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe einer modifizierten Methode nach Bradford 
(Bradford 1976) bestimmt. Dazu wurden je 100 µl proteinhaltige Probe mit 900 µl Bradford-
Reagenz (70 mg Coomassie Brilliant Blue, 50 ml 99 % Ethanol, 100 ml 80 % Ortho-
Phosphorsäure ad 1000 ml H2Odest, filtriert) gemischt und für 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm bestimmt und der Messwert gegen eine Probe 
ohne Protein korrigiert. Eine Eichgerade wurde mit einem Standard aus Rinder-Serum 
Albumin Fraktion V (Merck, Darmstadt) erstellt. Die Messwerte waren bis zu einer 
Proteinmenge von 5 µg im Test proportional.  
 
4.3.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 
SDS-PAGE. Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde für die Reinheitskontrolle 
während der Proteinreinigung und die Größenbestimmung von Proteinuntereinheiten genutzt. 
Die Elektrophorese erfolgte dabei in 12%igen, diskontinuierlichen Gelen (7 cm x 8 cm x 
0,075 cm) nach der Methode von Laemmli (Laemmli 1970) in einer Mini Protean 3 
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Elektrophorese Zelle (Biorad). Die Zusammensetzungen der Trenn- und Sammelgele sind in 
Tabelle 5 dargestellt.  
Alle Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel (Tabelle 5) mit Trichloressigsäure (TCA) 
gefällt. Dazu wurden zwei Volumen Probe mit einem Volumen 30%iger TCA-Lösung 
versetzt und für 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Proben für 10 min bei 
13000 rpm zentrifugiert, der Überstand entfernt und das Pellet in 9 µl H2Odest, 2,5 µl 1 M 
Tris-HCl pH 9, 0,5 µl 20 x DTT (oder 1,5 µl 10 x DTE) und 3 µl 5 x Auftragspuffer 
(Fermentas, St. Leon Roth oder 100 mM Tris-HCl, 20 % Glycerin, 4 % SDS, 0,2 % 
Bromphenolblau pH 6,8) resuspendiert. Die Proben wurden dann für 10 min bei 96 °C 
denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Der Elektrophorese-Puffer bestand aus 25 mM Tris, 
192 mM Glycin und 0,1 % SDS. Die Auftrennung der Proteine erfolgte zunächst für 10 min 
bei 70 V im Sammelgel und bei 200 V für weitere 50 min im Trenngel. Auf jedes verwendete 
Gel wurde als Molekulargewichtsmarker der Precision Plus ProteinTM Standard 10-250 kDa 
von Biorad aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele für ca. 5 min in 1 % 
Commassie Brilliant Blue R250 in 10 % Essigsäure gefärbt. Eine Entfernung von 
nichtproteingebundenem Farbstoff erfolgte in 10 % Essigsäure.  
 
Tabelle 5 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels für die SDS-PAGE. 
 
 
CTAB-PAGE. Die Cetyltrimethylammoniumbromid-Polyacrylamid-Gelel ktrophorese 
(CTAB-PAGE) nach Akins (Akins et al. 1992) wurde in dieser Arbeit verwendet, um die 
apparente molekulare Masse der Untereinheiten von Pr teinen zu bestimmen, die aufgrund 
des hohen Gehalts an sauren Aminosäuren in der SDS-PAGE nicht der erwarteten Größe 
entsprachen (Bonete et al. 1996). Die Gele wurden, wie in  
Substanz  Trenngel (12 %)  Sammelgel (3,33 %) 
30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid  2 ml  0,25 ml 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8  1,25 ml  --- 
0,5 M Tris-HCl pH 6,8  ---  0,3 ml 
10 % SDS  50 µl  50 µl 
H2Odest  1,64 ml  1,63 ml 
10 % Ammoniumpersulfat  50 µl  50 µl 
TEMED  5 µl  5 µl 
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Tabelle 6 beschrieben, hergestellt. Die Proben wurden in 10 % TCA gefällt (4.3.4) und die 
Proteinpellets in 20 µl CTAB-Probenpuffer (1 ml enthielt 10 mM Tricin-NaOH pH 8,8, 1 % 
CTAB, 10 % Glycerin und 10 µl einer gesättigten Kristallviolettlösung) aufgenommen. Die 
Proteine wurden dann für 10 min bei 98 °C denaturiert und mit Hilfe einer Hamilton-Spritze 
auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine rfolgte zunächst für 15 min bei 100 V 
und für weitere 60 min bei 150 V in Tricin-Laufpuffer (25 mM Tricin, 0,1 % CTAB, 15 mM 
Arginin, pH 8,2), wobei der Plus- und Minuspol der Elektrophoresekammer vertauscht 
wurden. Als Molekulargewichtsmarker dienten Proteine aus dem Gelfiltration Calibration Kit 
von GE Healthcare (Conalbumin, Albumin, Ovalbumin, Carbonic Anhydrase oder 
Chymotrypsinogen, in 1 mg/ml H2O gelöst, jeweils 5-10 µg), die ebenso gefällt und 
denaturiert wurden, wie oben beschrieben (4.3.4). Das Gel wurde anschließend für ca. 5 min 
in Fixierlösung (25 % Isopropanol, 10 % Essigsäure) fixiert, dann für ca. 10 min in 1 % 
Commassie Brilliant Blue R250 in 10 % Essigsäure gefärbt. Eine Entfernung von 
nichtproteingebundenem Farbstoff erfolgte in 10 % Essigsäure bei 40 °C über Nacht.  
 
Tabelle 6 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels für die CTAB-PAGE. 
 
 
4.3.5 Bestimmung des nativen Molekulargewichts von Proteinen 
Für die Bestimmung des apparenten Molekulargewichts der gereinigten, rekombinanten 
Proteine wurde eine Größen-Ausschlusschromatographie an einer Superdex 200 HiLoad 
16/60 Gelfiltrationssäule (GE Healthcare, Freiburg) verwendet. Es wurden 1-2 ml Probe 
aufgetragen, die Flussgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Die jeweils verwendeten Laufpuffer 
sind in 4.4 beschrieben. Proteine aus dem HMW und LMW Gel Filtration Calibration Kit (GE 
Healthcare) dienten als Molekulargewichtsstandards. Die Kalibrierung erfolgte nach 
Herstellerangaben in 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5. Neben der Superdex Säule 
Substanz  Trenngel (12 %)  Sammelgel (3,33 %) 
30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid  1,335 ml  0,333 ml 
1,5 M Tricin-NaOH pH 8,0  1,335 ml  --- 
0,5 M Tricin-NaOH pH 10,0  ---  0,625 ml 
H2Odest  2,6 ml  0,91 ml 
10 % Ammoniumpersulfat  57,5 µl  25 µl 
TEMED  5,325 µl  5 µl 
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wurde auch eine Superose 12 10/300 Gelfiltrationssäule (GE Healthcare) mit einer 
Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min zur Bestimmung des nativen Molekulargewichts 
verwendet. Zur Kalibrierung des Molekulargewichts wurden ebenfalls Proteine aus dem 
HMW und LMW Gel Filtration Calibration Kit (GE Healthcare) verwendet. 
 
4.4 Überexpression, Reinigung und Charakterisierung von Proteinen 
Überexpression von Proteinen. Die Überexpression von Proteinen erfolgte in H. volcanii 
H1209, der mit dem jeweiligen Überexpressionsvektor pTA963 (Allers et al. 2010) 
transformiert war (Tabelle 3). Die Anzucht der Vorkulturen erfolgte unter aeroben 
Bedingungen bei 42 °C in 250 ml Erlenmeyerkolben mit 40 ml DM-YPC-Medium (Tabelle 
2). Die Expression selbst erfolgte in 2 l Erlenmeyerkolben mit 400 ml DM-YPC, welches mit 
den Vorkulturen auf eine OD600 von ca. 0,1-0,3 angeimpft wurde. Die Induktion erfolgte bei 
einer OD600 von etwa 0,6 mit 2 mM L-Tryptophan (Stammlösung: 400 mM L-Tryptophan in 
0,5 M HCl). Nach ca. 16 h weiteren Wachstums wurden i  Zellen bei 8000 rpm für 20 min 
bei 10 °C zentrifugiert (Zentrifuge AvantiTMJ-25, Rotor JLA 10.500, Beckman) und die 
Pellets bis zur Reinigung bei -20 °C oder -70 °C gela rt.  
 
Reinigung von Proteinen. Die säulenchromatographische Reinigung von Proteinen bis zur 
apparenten Homogenität wurde an FPLC-Systemen von Bi -Rad (Biologic HR Workstation, 
Bio-Rad) und GE Healthcare (ÄKTA FPLC) bei Raumtempratur durchgeführt. Die Elution 
von Proteinen wurde durch die Absorptionsmessung bei 280 nm kontrolliert.  
Die Zellpellets wurden zunächst in 20 ml Auftragspuffer resuspendiert und mittels 
viermaliger Hochdruckhomogenisation in einer gekühlten French Press Zelle bei 16000 Psi 
aufgeschlossen. Die Zellsuspension wurde dann für 90 min bei 4 °C mit 40000 rpm 
zentrifugiert (Optima L Preparative Ultracentrifuge, Rotor 70 Ti, Beckmann). Die daraus 
erhaltenen Überstände wurden auf 50-100 ml mit dem jeweiligen Auftragspuffer aufgefüllt 
und, mit Ausnahme der Galactonat-Dehydratase, auf eine mit dem Auftragspuffer 
equilibrierte Nickel-NTA Säule (1 ml, QIAGEN oder GE Healthcare) mit einer 
Flussgeschwindigkeit von 1-2 ml/min aufgetragen. Unspezifisch gebundenes Protein wurde 
mit 20 mM Imidazol ausgewaschen, spezifisch gebundenes Protein wurde mit 100 mM 
Imidazol eluiert und fraktioniert gesammelt. Die Fraktionen mit der höchsten 
Proteinkonzentration aus der spezifischen Elution wurden entweder direkt für den Auftrag auf 
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die Größen-Ausschlusschromatographie verwendet, oder zunächst vereint, ultrafiltriert und 
dann für die Größen-Ausschlusschromatographie eingesetzt.  
Die Ultrafiltration erfolgte in einer 10 ml Ultrafiltrationszelle (Amicon, Beverly, USA). Dabei 
wurde ein Filter mit einer Ausschlussgröße von 10 kDa verwendet. Anschließend wurden die 
Proteine für 10-20 min bei 13200 rpm und 4 °C in eier Kühlzentrifuge (5415 R, Eppendorf) 
zentrifugiert und der Überstand für die weitere Verw ndung abgenommen.  
 
Charakterisierung von Proteinen. Die Messung von Aktivitäten gereinigter Enzyme 
erfolgte in einem Volumen von 0,2-1 ml. Es wurden dafür Einmalküvetten aus Kunststoff mit 
einer Schichtdicke von 10 mm verwendet. Die Messungen wurden entweder in einem 
beheizbaren Ultrospec 2000 Photometer (GE Healthcare) durchgeführt und die Raten mit 
einem Schreiber L250E (Linseis, Selb) aufgezeichnet, oder es wurde ein beheizbares 
Photometer Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies) verw ndet und die Daten mit Hilfe der 
Cary Win UV Software (Agilent Technologies) ausgewertet. Jede Küvette wurde vor der 
Messung inkubiert, bis die gewünschte Temperatur erreicht war. Der pH-Wert der Puffer war 
jeweils auf die entsprechende Temperatur eingestellt. Sowohl die Substratreihenfolge als auch 
die Enzymmengen wurden bei den Messungen variiert, um mögliche unspezifische Raten und 
eine Abhängigkeit der Rate von der Proteinkonzentration zu zeigen. Km- und Vmax- Werte 
wurden durch eine doppelt reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk ermittelt. Die 
Enzymaktivität 1 Unit (U) ist definiert als die Umsetzung von 1 µmol Substrat, bzw. die 
Bildung von 1 µmol Produkt pro Minute.  
 
4.4.1 Galactose-Dehydrogenase 
Das Zellpellet wurde in 20 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, 5 mM Imidazol, pH 8 resuspendiert, 
aufgeschlossen, zentrifugiert und der Überstand auf eine Nickelsäule aufgetragen. Das bei 
100 mM Imidazol spezifisch eluierte Protein wurde auf eine in 20 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, 
pH 8 equilibrierte Superdex (4.3.5) aufgetragen und mit einem isokratischen Fluss von 
1 ml/min eluiert. Das apparent homogene Protein wurde für die Aktivitätsmessungen 
verwendet.  
Die gereinigte Galactose-Dehydrogenase, welche die NADP+ abhängige Oxidation von 
D-Galactose katalysiert, wurde über die Zunahme der Extinktion bei 340 nm (ε = 6,3 mM-
1cm-1) bei 42 °C gemessen. Die 1 ml Ansätze enthielten 50 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, pH 8, 
2 mM NADP+, 50 mM D-Galactose und bis zu 0,5 µg gereinigtes Protein. Der Testansatz für 
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den Km-Wert von Galactose enthielt 0-100 mM Galactose und6 mM NADP
+. Für den Km-
Wert von NADP+ enthielt der Testansatz 0-6 mM NADP+ und 100 mM Galactose. Die 
Bestimmung des Km-Werts von NAD
+ erfolgte mit 0-12 mM NAD+ und 100 mM Galactose. 
Der Testansatz für die Bestimmung des Km-Werts von Arabinose enthielt 0-100 mM 
Arabinose und 2 mM NADP+. Die Substrat-Spezifität der Galactose-Dehydrogenas  wurde 
mit je 25 mM folgender Zucker gemessen: D-Mannose, D-Galactose, D-Glucose, D-Fructose, 
D-Xylose, L-Arabinose, D-Ribose und D-Talose. Die pH-Abhängigkeit des Enzyms wurde in 
Puffer (50 mM) mit jeweils 1,5 M KCl im pH-Bereich von 5-10,5 (Piperazin pH 5-7, Tris-
HCl pH 7-9 oder Piperazin pH 9-10,5) gemessen. Das KCl-Optimum wurde in 50 mM Tris-
HCl, pH 8 bis 4 M KCl gemessen.  
 
4.4.2 Galactonat-Dehydratase 
Vorversuche haben ergeben, dass eine Reinigung der Galactonat-Dehydratase an einer 
Nickelsäule nicht möglich ist, da das Enzym unter dn gewählten Bedingungen inaktiv war. 
Deshalb wurde das Zellpellet in 50 ml 50 mM Tris-HCl, 2 M Ammoniumsulfat pH 7,5 
resuspendiert, in einer French Press Zelle aufgeschlossen und zentrifugiert. Der Überstand 
wurde auf eine im gleichen Puffer equilibrierte Phenyl-Sepharose-Säule 26/10 aufgetragen 
und mit einem linearen Gradienten über 8 Säulenvolumen bis 0 M Ammoniumsulfat eluiert. 
Die Fraktion mit der höchsten Volumenaktivität wurde mittels Ultrafiltration auf 2 ml 
eingeengt und mittels Superdex (4.3.5) gereinigt. 
Die gereinigte D-Galactonat-Dehydratase katalysierte die Umwandlung der Zuckersäure 
D-Galactonat in 2-Keto-3-Desoxy-Galactonat (KDGal) unter Abspaltung von H2O. Dazu 
wurden die Reaktionsansätze mit einem Volumen von 0,5-1 ml bei einer Temperatur von 
42 °C für 0-160 min im Thermoblock TB1 (Biometra) inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten 
erfolgte ein Abstoppen der Reaktion durch Entnahme von Aliquots (100 µl) durch eine 
Fällung der Proteine mit 25 µl 30 %iger Trichloressig äure. Diese Aliquots wurden 
anschließend bei 13200 rpm zentrifugiert und die Übrstände wurden für die Detektion des 
entstandenen KDGal mit Hilfe des Thiobarbiturat-Tests eingesetzt (4.3.2). Die Versuche 
wurden in 0,1 M Tris-HCl, 3,5 M KCl, pH 7,5 durchgeführt. Ein Versuchsansatz enthielt 
4 mM D-Galactonat, 10 mM MgCl2 und bis zu 3,5 µg gereinigtes Protein. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe des gereinigten Proteins gestartt. Die kinetischen Parameter für 
Galactonat wurden mit 0-20 mM Galactonat und 10 mM MgCl2 bestimmt. Die Bestimmung 
der kinetischen Parameter von MgCl2 erfolgte mit 0- 20 mM MgCl2 und 4 mM Galactonat im 
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Test. Das KCl-Optimum der Galactonat-Dehydratase wurde für 0-4 M KCl in 0,1 M 
Tris-HCl, pH 7,5 gemessen. Das pH-Optimum wurde in 0,1 M Bis-Tris, 3,5 M KCl pH 5,5-7 
und 0,1 M Tris-HCl, 3,5 M KCl, pH 7-9 bestimmt. Zur Ermittlung der Km- und Vmax-Werte 
für Galactonat und Gluconat wurden Substratkonzentrationen zwischen 0-20 mM bzw. 
0-50 mM verwendet. Um die Abhängigkeit von divalenten Kationen zu testen, wurden den 
Reaktionsansätzen 4 mM D-Galactonat und je 1 mM MgCl2, aCl2, CuCl2, CoCl2, FeCl2, 
MnCl2, NiCl2 oder ZnCl2 zugegeben. Zusätzlich wurde in weiteren Reaktionsansätzen 
getestet, ob die Aktivität durch Zugabe von EDTA inhibiert und durch erneute Zugabe von 
MgCl2 wieder aktiviert werden konnte. Dazu wurde das Enzym mit 4 mM Galactonat und 
1 mM MgCl2 von 0-40 min inkubiert, anschließend wurden dem Ansatz 3 mM EDTA 
zugegeben und dieser für weitere 40 min inkubiert. Abschließend wurden 10 mM MgCl2 
zugefügt und nochmals für weitere 40 min bei 42 °C inkubiert. Über die gesamte Zeitspanne 
wurden geeignete Aliquots (100 µl) abgenommen, um die Aktivität zu detektieren.  
 
4.4.3 KDPGal-Aldolase und KDPG-Aldolase 
Die Zellpellets wurden in 20 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, 5 mM Imidazol, pH 8 (KDPGal-
Aldolase) bzw. in 100 mM Hepes-KOH, 2 M NaCl, 5 mM Imidazol, pH 8 (KDPG-Aldolase) 
suspendiert, aufgeschlossen, zentrifugiert und der Überstand auf eine mit dem jeweiligen 
Puffer equilibrierte Nickelsäule aufgetragen. Das bei 100 mM Imidazol spezifisch eluierte 
Protein wurde auf eine in 20 mM Bis-Tris-HCl, 1,5 M KCl, pH 7,5 equilibrierte Superdex-
Säule (4.3.5) aufgetragen und mit einem isokratischen Fluss von 1 ml/min eluiert. Die 
Proteine waren nach diesen Reinigungsschritten apparent homogen und wurden für die 
Aktivitätsmessungen verwendet.  
 
KDPGal-Aldolase. Die KDPGal-Aldolase katalysierte die reversible Spaltung von KDPGal 
in Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) und Pyruvat. Die Messung der KDPGal-Aldolase 
erfolgte in Richtung der Bildung von GAP und Pyruvat im kontinuierlichen Test. Das 
gebildete Pyruvat wurde mit Hilfe der Lactat-Dehydrogenase und NADH zu Lactat reduziert. 
Die Extinktions-Abnahme von NADH (ε = 6,2 mM-1cm-1) wurde im Photometer bei 340 nm 
gemessen. Die Messungen wurden in 20 mM Tris-HCl, 0,5 M KCl, pH 7 mit 0,2 mM NADH, 
0,7 U Lactat-Dehydrogenase, bis zu 1,5 µg gereinigter KDPGal-Aldolase und 90 µM KDPGal 
durchgeführt. 
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Für die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden bis zu 160 µM KDPGal und 0,2 mM 
NADH verwendet. Das pH-Optimum wurde in 20 mM Puffer mit 0,5 M KCl, für den pH-
Bereich von 5-7 (Bis-Tris), pH 7-8,5 (Tris) und für pH 8,5-10 (Piperazin), gemessen. Das 
KCl-Optimum wurde in 20 mM Bis-Tris pH 7,5 bis 4 M KCl bestimmt.  
 
KDPG-Aldolase. Die KDPG-Aldolase katalysierte die reversible Spaltung von KDPG in 
GAP und Pyruvat. Die Aktivität der KDPG-Aldolase wurde in beide Reaktionsrichtungen 
bestimmt.  
Die Spaltung von KDPG wurde in einer kontinuierlichen Messung analysiert. Das gebildete 
Pyruvat wurde mit Hilfe der Lactat-Dehydrogenase und NADH zu Lactat reduziert, sodass 
eine Abnahme der Extinktion von NADH bei 340 nm (ε = 6,2 mM-1cm-1) gemessen werden 
konnte. Die 200-250 µl Ansätze enthielten 20 mM Bis-Tri , 1,5 M KCl, pH 7,5, 0,7 U Lactat-
Dehydrogenase, 0,2 mM NADH, 0,1 µg gereinigte KDPG-Aldolase und bis zu 0,56 mM 
KDPG. Das Substratspektrum wurde mit 1,5 U Lactat-Dehydrogenase, 0,3 mM NADH, 
0,35 µg der gereinigten KDPG-Aldolase und 3 mM der Substrate KDPG, KDPGal oder KDG 
gemessen.  
Für die diskontinuierliche Messung der Bildung von KDG oder KDPG wurden die 
Reaktionsansätze in 0,5-1 ml Volumen bei einer Temperatur von 42 °C für 0-60 min im 
Thermoblock TB1 (Biometra) inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten erfolgte ein Abstoppen 
der Reaktion durch Entnahme von Aliquots (100 µl), die durch Zugabe von 25 µl 30 %iger 
TCA gefällt wurden. Diese Aliquots wurden anschließend bei 13200 rpm zentrifugiert und die 
Überstände für die Detektion des entstandenen KDG oder KDPG mit Hilfe des 
Thiobarbiturat-Tests eingesetzt (4.3.2). Die Messung wurde in 0,1 M Bis-Tris, 1,5 M KCl, 
pH 7,5 mit 6 mM Glycerinaldehyd, 10 mM Pyruvat und bis zu 10 µg gereinigter KDPG-
Aldolase durchgeführt. Die Reaktionsansätze hatten ein Volumen von 500 µl. Für die 
Messung der Vmax- und Km-Werte von Pyruvat wurden 0-30 mM Pyruvat und 20 mM
Glycerinaldehyd eingesetzt. Der Testansatz für den Km von Glycerinaldehyd (0-30 mM) 
enthielt 25 mM Pyruvat. Der Km für GAP (0-20 mM) wurde mit 25 mM Pyruvat im 
Testansatz durchgeführt. Das pH-Optimum wurde jeweils m t 100 mM Puffer und 1,5 M KCl 
für den pH-Bereich von 5,5-8 in Bis-Tris und für den pH-Bereich von 8-9,5 in Piperazin 
bestimmt. Das KCl-Optimum wurde in 0,1 M Bis-Tris, pH 7 mit bis zu 3,5 M KCl gemessen.  
 
 




Das Zellpellet wurde in 50 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, 5 mM Imidazol, pH 8 resuspendiert, 
aufgeschlossen, zentrifugiert und der Überstand auf eine Nickelsäule aufgetragen. Das bei 
100 mM Imidazol spezifisch eluierte Protein wurde dann auf eine in 50 mM Tris-HCl, 2 M 
KCl, pH 7,5 equilibrierte Superdex (4.3.5) aufgetragen und mit einem isokratischen Fluss von 
1 ml/min eluiert. Das eluierte Protein wurde auf eine SDS-PAGE aufgetragen. 
 
4.4.5 Katabole GAP-DH und anabole GAP-DH 
Katabole GAP-DH. Das Zellpellet wurde in 20 ml 100 mM Hepes-KOH, 1,5M KCl, 5 mM 
1,4-Dithioerythrit, 5 mM Imidazol pH 8 resuspendiert, aufgeschlossen, zentrifugiert und der 
Überstand auf eine Nickel-Säule aufgetragen. Die spezifische Elution erfolgte bei 100 mM 
Imidazol. Das spezifisch eluierte Protein wurde dann uf eine in 50 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, 
5 mM 1,4-Dithioerythrit, pH 7,8 equlibrierte Gelfiltrations-Säule aufgetragen und mit einem 
isokratischen Fluss von 1 ml/min eluiert. Um Aktivitätsverluste zu vermeiden, wurde sofort 
nach Elution jeweils 40 mM 1,4-Dithioerythrit (DTE) zu den Fraktionen gegeben.  
Die katabole GAP-DH (HVO_0481) katalysiert die Phosphat-abhängige Umsetzung von 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) zu 1,3-Bisphosphoglycerat unter Reduktion von 
NAD(P)+ (εNADH = 6,2 mM
-1cm-1, εNADPH = 6,3 mM
-1cm-1). Die Messung wurde in Richtung 
der 1,3-Bisphosphoglycerat Bildung in 200 µl Ansätzen in 50 mM Tris-HCl, 2 M KCl, pH 8 
gemessen. Die Ansätze enthielten 2 mM NAD+, 2,78 mM GAP, 10 mM K2HPO4 und 
0,03-0,35 µg gereinigtes Protein. Für die Bestimmung des pH-Optimums wurde in 50 mM 
Tris-HCl, 1,5 M KCl, pH 7-9 oder in 50 mM Piperazin, 1,5 M KCl, pH 9-10 gemessen. Das 
Salz-Optimum wurde in 50 mM Tris-HCl, pH 8 mit 0-4 M KCl bestimmt. Für die 
Bestimmung von Vmax- und Km-Werten nach Lineweaver-Burk wurden die einzelnen 
Substrate mit bis zu 2,78 mM GAP, 30 mM K2HPO4 und 2 mM NAD
+ eingesetzt. Dabei 
wurde jeweils nur eins der Substrate variiert und die anderen jeweils mit der maximal 
verwendeten Konzentration eingesetzt. Um die Aktivität der GAP-DH mit NADP+ zu testen, 
wurden 0,5-5 mM NADP+, 2,78 mM GAP und 10 mM K2HPO4 in den Testansatz gegeben. 
Der Testansatz für die Umsetzung von Glycerinaldehy (5-50 mM) enthielt außerdem 2 mM 
NAD+ und 10 mM K2HPO4. 
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Anabole GAP-DH. Das Zellpellet wurde in 20 ml 20 mM Tris-HCl, 3,5 M KCl, 5 mM 1,4-
Dithioerythrit, 5 mM Imidazol pH 8 resuspendiert, aufgeschlossen, zentrifugiert und der 
Überstand auf eine Nickel-NTA aufgetragen. Bei 100 mM Imidazol erfolgte die spezifische 
Elution des Proteins, welches dann auf eine in 20 mM Tris-HCl, 3,5 M KCl, 5 mM 1,4-
Dithioerythrit, pH 8 equlibrierte Superdex-Säule (4.3.5) aufgetragen und mit einem 
isokratischen Fluss von 1 ml/min eluiert wurde. In die Elutionsfraktionen nach Nickel-NTA 
und Superdex wurden direkt nach der Elution jeweils 40 mM DTE gegeben.  
Die anabole GAP-DH (HVO_0478) katalysierte die NAD(P)H-abhängige Bildung von GAP 
aus 1,3-Bisphosphoglycerat. Für die Messung in Richtung der GAP-Bildung wurde 
3-Phosphoglycerat mit Hilfe einer Phosphoglycerat-Kinase zu 1,3-Bisphosphoglycerat 
phosphoryliert, welches dann von der GAP-DH unter Oxidation von NADPH zu GAP 
umgewandelt wurde. Die Abnahme der Extinktion von NADPH (ε = 6,3 mM-1cm-1) wurde bei 
340 nm photometrisch detektiert. Die Aktivität wurde in 50 mM Tris-HCl, 4 M KCl, pH 7,5 
gemessen. Im Reaktionsansatz waren 0,3 mM NADPH, 40 mM DTE, 2 mM ATP, 2,5 mM 
MgCl2, 1,3-2 U der Phosphoglycerat-Kinase aus H. volcanii (HVO_0480, 4.4.6) bis zu 85 µg 
der gereinigten GAP-DH und 15 mM 3-Phosphoglycerat. Für die Bestimmung der Km- und 
Vmax-Werte wurde nur die Menge an eingesetztem NADPH bzw. NADH von 0,03 mM -
0,6 mM variiert. Das Salz-Optimum wurde in 50 mM Tris, pH 7,5 mit 0-4 M KCl gemessen. 
Das pH-Optimum wurde in 0,1 M Bis-Tris, 3,5 M KCl pH 6-7 und in 0,1 M Tris-HCl, 3,5 M 
KCl, pH 7,5-9 bestimmt.  
Die Messung der Hinreaktion erfolgte wie für die katabole GAP-DH beschrieben (s.o.). Die 
Messung wurde in 50 mM Tris-HCl, 4 M KCl, pH 7,5 bei 42 °C mit 2 mM NADPH 
durchgeführt. Es konnte keine Aktivität nachgewiesen w rden.  
 
4.4.6 Phosphoglyceratkinase 
Das aus der Überexpression stammende Zellpellet wurde in 20 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, 
5 mM Imidazol, pH 8 resuspendiert, aufgeschlossen, z trifugiert und der Überstand auf eine 
Nickel-Säule aufgetragen. Die spezifische Elution erfolgte bei 100 mM Imidazol. Die 
Elutionsfraktion wurde dann auf eine in 20 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, pH 8 equilibrierte 
Superdex (4.3.5) aufgetragen und mit einem isokratischen Fluss von 1 ml/min eluiert. Das 
Protein war nach diesen Reinigungsschritten apparent homogen und wurde für die 
Bestimmung der kinetischen Konstanten verwendet. 
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Die Phosphoglycerat-Kinase aus H. volcanii katalysiert die reversible Phosphorylierung von 
3-Phosphoglycerat zu 1,3-Bisphosphoglycerat. Die Phosp oglycerat-Kinase Aktivität wurde 
gemessen, indem die ATP-abhängige Phosphorylierung vo  3-Phosphoglycerat mit Hilfe von 
Pyruvat-Kinase (PK), die die ADP-abhängige Umsetzung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu 
Pyruvat katalysiert, und Lactat-Dehydrogenase (LDH) an die Oxidation von NADH gekoppelt 
werden konnte. Damit konnte die Abnahme von NADH bei 340 nm (ε= 6,2 mM-1cm-1) 
photometrisch aufgezeichnet werden. Gemessen wurde in 1 ml Ansätzen mit 50 mM Tris-
HCl, 1,5 M KCl, pH 7,5. Die Ansätze enthielten 0,3 mM NADH, 2,5 mM MgCl2, 1 mM 
Phosphoenolpyruvat, 2 mM ATP, 20 U Pyruvat Kinase (Roche), 30 U Lactat-Dehydrogenase 
(Roche), bis zu 0,2 µg gereinigtes Protein und 15 mM 3-Phosphoglycerat (3-PG). Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 3-PG gestartet. Der Testansatz für die Bestimmung des 
Km-Werts von 3-Phosphoglycerat enthielt 0-30 mM 3-PG und 2 mM ATP. Der Testansatz für 
den Km von ATP enthielt 0,05-4 mM ATP und 15 mM 3-PG. Das pH-Optimum wurde in 
50 mM Piperazin, 1,5 M KCl, pH 5-7,5, sowie in 50 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, pH 7,5-9 und 
50 mM Piperazin, 1,5 M KCl, pH 9-10,5 gemessen. DasS lz-Optimum wurde in 50 mM Tris-
HCl, pH 7,5 bis 4 M KCl gemessen. Die Vmax- und Km-Werte wurden mit bis zu 4 mM ATP 
und bis zu 20 mM 3-PG ermittelt.  
Für die Messung der Kationen-Abhängigkeit der Phospglyceratkinase war das PK/LDH 
Test-System nicht geeignet, da das Hilfsenzym Pyruvat-Kinase ebenfalls von zweiwertigen 
Kationen abhängig ist. Für diese Messung wurde die Phosphoglyceratkinase-Aktivität 
gemessen, indem das bei der Phosphorylierung von 3-Phosphoglycerat entstandene 1,3-
Bisphosphoglycerat mit Hilfe einer GAP-DH an die Oxidation von NADH gekoppelt wurde. 
So konnte die Abnahme der Extinktion von NADH bei 340 nm photometrisch nachgewiesen 
werden. Das Kationenspektrum wurde in 50 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, pH 7,5 gemessen. Die 
1 ml Ansätze enthielten 0,3 mM NADH, 1 mM ATP, 11 U GAP-DH (Sigma-Aldrich), 0,1 µg 
gereinigte PGK, 15 mM 3-PG und jeweils 2 mM MgCl2, CaCl2, CuCl2, CoCl2, FeCl2, MnCl2, 
NiCl2 oder ZnCl2. Gestartet wurde durch Zugabe von 3-PG. Die Inaktivierung der 
Enzymaktivität mit EDTA wurde in einem Reaktionsanstz gezeigt, in dem zunächst mit 
1 mM MgCl2 Phosphoglycerat-Kinase Aktivität gezeigt wurde. Dieser Ansatz wurde dann mit 
4 mM EDTA versetzt, sodass eine Inhibierung der Phosp glycerat-Kinase Aktivität gezeigt 
werden konnte. Durch Zugabe von weiteren 4 mM MgCl2 konnte daraufhin die 
Reaktivierbarkeit der PGK gezeigt werden.  
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4.4.7 Galactokinase aus Halorhabdus utahensis 
Das Zellpellet wurde in 20 ml 20 mM Tris-HCl, 1,5 M KCl, 5 mM Imidazol pH 8 
suspendiert, mit Hilfe einer French Press Zelle aufgeschlossen und ultrazentrifugiert. Der 
Überstand wurde auf eine Nickel-Säule aufgetragen. Das bei 100 mM Imidazol spezifisch 
eluierte Protein wurde für die Messung der Galactokinase-Aktivität verwendet. Für die 
Bestimmung des nativen Molekulargewichts wurden 250µl des spezifisch eluierten Proteins 
auf eine in 50 mM Tris-HCl, 3 M KCl, pH 7,5 equilibr erte Superose 12 10/300 
Gelfiltrationssäule (GE Healthcare) aufgetragen und mit einer Flussgeschwindigkeit von 
0,5 ml/min eluiert.  
Die Galactokinase aus H. utahensis katalysierte die ATP-abhängige Phosphorylierung von
Galactose zu Galactose-1-Phosphat. Die Messung wurde an die Bildung von ADP mit Hilfe 
der Enzyme Pyruvat-Kinase und Lactat-Dehydrogenase und damit an die Abnahme der 
Extinktion von NADH bei 340 nm gekoppelt. Die Messung erfolgte in 1 ml Ansätzen in 
50 mM Tris-HCl, 3,5 M KCl, pH 8. In den Testansätzen waren 0,3 mM NADH, 1 mM PEP, 
2 mM ATP, 2,5 mM MgCl2, 20 U Pyruvat-Kinase (Roche), 30 U Lactat-Dehydrogenase 
(Roche), 10 mM Galactose und 10-40 µg Protein. Der Testansatz für die Bestimmung des Km-
Werts von Galactose (0,25-25 mM) enthielt 2 mM ATP. Für den Km von ATP (0,05-2 mM) 
enthielt der Testansatz außerdem 10 mM Galactose. Für die Bestimmung des Salz-Optimums 
wurde 50 mM Tris-HCl pH 8 mit bis zu 3,5 M KCl verwendet.  
 
4.4.8 Bestimmung von Enzymaktivitäten in Rohextrakten 
Herstellung von Zellextrakten. Es wurden 20 ml Kultur für 10 min bei 10000 rpm und 4 °C 
zentrifugiert (Zentrifuge AvantiTM J-25, Rotor JA 25.50, Beckmann). Das Zellpellet wurde 
anschließend bei -20 °C gelagert und zur Verwendung in 0,5-1 ml des später verwendeten 
Messpuffers resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mittels Ultraschall (Sonifier 
250 Ultraschall Desintegrator, Branson Heinemann, Schwäbisch Gmünd) im Eisbad bei duty 
cycle 30 % und output control 3 für 1 min mit 3 Wiederholungen. Diese Suspensionen 
wurden dann mit 13000 rpm für 10-20 min bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand für die 
Messung der Enzymaktivitäten eingesetzt.  
 
 Galactose-Dehydrogenase. Die Aktivität wurde in 1 ml Ansätzen mit 50 mM Tris-HCl, 
1,5 M KCl, pH 8 gemessen. Die Ansätze enthielten außerdem 5 mM Galactose, 2 mM 
NADP+ und 100-1000 µg Protein.  
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Galactonat-Dehydratase. Die Messung erfolgte in 0,1 M Tris-HCl, 3,5 M KCl, pH 7,5 mit 
4 mM D-Galactonat und 10 mM MgCl2. Es wurden 170-330 µg Protein eingesetzt. Die 
Messung erfolgte in 500 µl Ansätzen bei 42 °C über einen Zeitraum von 60 min. Zu 
definierten Zeitpunkten erfolgte ein Abstoppen der R aktion durch Entnahme von Aliquots 
(100 µl), die durch Zugabe von 25 µl 30 %iger TCA gefällt wurden. Diese Aliquots wurden 
anschließend bei 13200 rpm zentrifugiert und die Überstände für die Detektion des 
entstandenen KDGal mit Hilfe des Thiobarbiturat-Tests eingesetzt (4.3.2).  
KDPG-Aldolase und KDPGal-Aldolase. Die Messung wurde in 250 µl Ansätzen mit 
20 mM Bis-Tris, 1,5 M KCl, pH 7,5 durchgeführt. Dazu wurden dem Test 0,2 mM NADH, 
0,7 U LDH (Roche), 50-100 µg der Zellextrakte und 0,56 mM KDPG oder 0,088 mM 
KDPGal zugegeben.  
 
4.5 Promotoranalyse der Galactonat-Dehydratase aus H. volcanii 
bgaH-Reportergenfusionen. Der Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen auf die Aktivität 
des Promotors der Galactonat-Dehydratase und der Einfluss des Regulators auf diese 
Promotoraktivität wurden mit Hilfe eines Reportergensystems getestet. Als Reportergen 
diente das β-Galactosidase Gen aus Haloferax lucentense (früher H. alicantei) (Holmes et al. 
1997; Holmes und Dyall-Smith 2000), das in dem Vektor pTA919 vorlag. Das Plasmid trägt 
zur Vermehrung und Selektion in E. coli einen ColE1-Origin und ein Gen, welches eine 
Ampicillin-Resistenz vermittelt. Zur Vermehrung und Selektion in H. volcanii trägt der 
Vektor außerdem den pHV2-Origin und das Gen pyrE2, das für die Uracil-Biosynthese 
essentiell ist. 
Der Vektor pTA919p.HVO_A0331 wurde von der AG Schöneit zur Verfügung gestellt und 
enthielt direkt vor dem β-Galactosidase Gen den gesamten intergenischen Bereich zwischen 
HVO_A0330 (galDH) und HVO_A0331 (galAD), sodass davon ausgegangen wurde, dass 
alle Promotorelemente von HVO_A0331 vorhanden waren. Neben diesem Bereich (-132 bp 
bis -1 bp) enthielt das in den Vektor eingefügte Fragment außerdem die ersten 24 Nukleotide 
der galAD kodierenden Sequenz und ein künstlich eingefügtes Triplett (CAT), das zur 
Klonierung notwendig war. Das bei Expression daraus re ultierende β-Galactosidase-
Fusionsprotein weist N-terminal die ersten 8 Aminosäuren (MSKITEYE) der Galactonat-
Dehydratase und ein zusätzliches Histidin auf. Der für die Promotoranalysen verwendete 
Stamm H555, der mit diesem Plasmid transformiert wurde, ist Uracil-auxotroph (∆pyrE2), 
sodass eine Selektion auf plasmidtragende Zellen in Uracil-freiem Medium durchgeführt 
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werden konnte. Außerdem trägt der Stamm kein β-Galactosidase Gen (∆bgaH), sodass eine 
homologe Rekombination zwischen dem Plasmidkodierten bgaH mit einem chromosomalen 
bgaH unmöglich ist. 
Das bgaH Reportergen stand in dem hergestellten Plasmid unter der Kontrolle des Promotors 
von galAD und konnte so für die Analyse des Galactose-spezifischen Promotors genutzt 
werden. Um nachzuweisen, dass die β-Galactosidase Aktivität spezifisch bei Wachstum auf 
Galactose induziert wird, wurden die Kulturen von plasmidtragenden H. volcanii H555 auf 
Synthetikmedium (Tabelle 2) mit verschiedenen Kohlenstoffquellen (1 % Casaminosäuren 
oder 25 mM Galactose) angeimpft und über eine Passage auf das jeweilige Substrat adaptiert. 
Aus diesen Kulturen wurde anschließend Synthetikmedium mit dem entsprechenden Substrat 
mit einer OD600 von 0,2 angeimpft. Nach ein bis drei Tagen wurde die Aktivität der β-
Galactosidase in den Kulturen bestimmt (s.u.). 
Um den Einfluss des Transkriptionsregulators HVO_A0332 auf die Aktivität des Promotors 
der Galactonat-Dehydratase zu untersuchen, wurde neb n dem plasmidtragenden Stamm 
H. volcanii H555 zusätzlich eine Deletionsmutante des putativen Galactose-spezifischen 
Transkriptionsregulators H. volcanii H555 ∆HVO_A0332 mit dem Plasmid 
pTA919p.HVO_A0331 transformiert. Da diese Deletionsmutante nicht mehr auf Galactose 
wachsen kann, wurden beide Stämme zunächst über eine Passage auf 1 % Casaminosäuren in 
Synthetikmedium adaptiert. Mit diesen Kulturen wurde Synthetikmedium mit 0,2 % 
Casaminosäuren mit einer OD600 von 0,2 inokuliert. Nach ca. 25 h Wachstum wurden  
Wachstumskulturen je 10 mM Galactose zugegeben und für weitere 120 h das Wachstum 
verfolgt. Die β-Galactosidase-Aktivität in den Kulturen wurde mehrfach während des 
Wachstums gemessen (s.u.).  
 
Messung der β-Galactosidase-Aktivität. Die β-Galactosidase katalysiert die Hydrolyse von 
Ortho-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid (ONPG) zu D-Galactose und dem glben Farbstoff 
o-Nitrophenol (ONP). Der Farbstoff konnte mit Hilfe eines beheizbaren Photometers Cary 60 
UV-Vis (Agilent Technologies) in einer kontinuierlichen Messung bei einer Wellenlänge von 
405 nm detektiert und die Daten mit Hilfe der Cary Win UV Software (Agilent Technologies) 
ausgewertet werden. Für die Messung wurden 50 oder 100 µl Zellen in 779 bzw. 729 µl 
BgaH-Puffer (50 mM Tris-HCl, 2,75 M NaCl, 10 µM MnCl2, pH 7,2 (bei 30 °C)) mit 20 µl 
0,1 % SDS und 1 µl 99% β-Mercaptoethanol durch Auf-und Abpipettieren gemischt. Dabei 
lysierten die Zellen und die Suspension wurde anschließend im Photometer in Plastikküvetten 
mit 10 mm Schichtdicke für 15 min auf 30 °C aufgewärmt. Durch die Zugabe von 150 µl 
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ONPG (6 mg/ml in BgaH-Puffer, vorgewärmt) wurde die Reaktion der β-Galactosidase 
gestartet und am Photometer verfolgt. Die spezifische Aktivität konnte mit Hilfe des molaren 
Extinktionskoeffizienten (ε405= 3,3 mM
-1cm) und einer OD600 – Proteinrelation (eine OD600 
von 1 entspricht einer Proteinkonzentration von 0,28 mg/ml) errechnet werden (Holmes et al. 
1997); Masterarbeit Anne-Christine Schultz, 2014). Die Messung von Promotoraktivitäten 





























Bioinformatische Untersuchungen deuten darauf hin, dass Galactose in H. volcanii über den 
DeLey-Doudoroff- (DD) Weg abgebaut wird. Glucose wird hingegen über den 
semiphosphorylierten Entner-Doudoroff- (spED) Weg ab ebaut. Detaillierte Untersuchungen 
zum Galactose-Abbau in H. volcanii liegen bisher nicht vor. Außerdem wurde die KDPG-
Aldolase, das Schlüsselenzym des Glucose-Abbaus in H. volcanii, nicht charakterisiert. 
Sowohl im Glucose- als auch im Galactose-Stoffwechsl entsteht Glycerinaldehyd-3-
Phosphat als Intermediat. Die Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat in H. volcanii 
wurde bisher nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden 
Untersuchungen zum Galactose- und Glucose-Abbau in Haloferax volcanii durchgeführt. 
1) Der Abbauweg von Galactose über den postulierten DD-Weg in H. volcanii wurde 
nachgewiesen. Die Gene des DD-Wegs liegen in einem G ncluster, der auch für einen 
putativen ABC-Transporter und einen hypothetischen Transkriptionsregulator kodiert. Es 
wurde eine Galactose-spezifische transkriptionelle Induktion der Gene, die für die 
Enzyme der Galactose-Umsetzung kodieren, gezeigt. Weiterhin wurden die Galactose-
Dehydrogenase, Galactonat-Dehydratase und KDPGal-Aldolase überexprimiert, gereinigt 
und charakterisiert. Um die funktionelle Beteiligun der Gene am Galactose-Abbau und 
Transport zu untersuchen, wurde das Wachstum von Deletionsmutanten untersucht. 
2) Über Northern Blot- und Promotoranalysen wurde untersucht, ob der 
Transkriptionsregulator DdcR als Transkriptionsaktivator der Gene des Galactose-Abbaus 
fungiert.  
3) Im Genom des Haloarchaeons Halorhabdus utahensis liegen, im Gegensatz zu dem 
Genom von H. volcanii, Gene, die für Enzyme des klassischen Galactose-Abbaus über 
den Leloir-Weg kodieren. Eines der Gene wurde als ktalytisch aktive Galactokinase 
charakterisiert.  
4) Die KDPG-Aldolase, das Schlüsselenzym des semiphosphorylierten Entner-Doudoroff-
Wegs wurde kinetisch und über Wachstumsanalysen mitDeletionsmutanten 
charakterisiert. 
5) H. volcanii kodiert für zwei putative GAP-Dehydrogenasen und eine putative 
Phosphoglyceratkinase. Durch Transkriptanalysen und Wachstumsanalysen von 
Deletionsmutanten wurde jeweils eine Beteiligung am Katabolismus oder Anabolismus 





5.1 D-Galactose-Abbau in Haloferax volcanii 
Das Genom von H. volcanii enthält ein Gencluster, der für die putativen Enzyme eines DD-
Wegs kodiert (Abbildung 5) (Anderson et al. 2011). Innerhalb dieses Genclusters liegen die 
Gene einer Galactose-Dehydrogenase (HVO_A0330), Galactonat-Dehydratase 
(HVO_A0331), KDGal-Kinase (HVO_A0328) und einer KDPGal-Aldolase (HVO_A0329). 
Bis auf die KDGal-Kinase (Pickl et al. 2014) sind diese Gene noch nicht untersucht worden. 
In direkter genomischer Nähe zu den Genen des Galactose-Abbaus befinden sich Gene eines 
hypothetischen Transkriptionsregulators (HVO_A0332) und eines putativen ABC-
Transporters (HVO_A0336-HVO_A0339). 
Zunächst wurde das Wachstum von H. volcanii auf Galactose untersucht und 
Enzymaktivitäten des DD-Wegs in Zellextrakten analysiert. Im Anschluss wurden die 
Schlüsselenzyme des DD-Wegs, Galactose-Dehydrogenase, Galactonat-Dehydratase und 
KDPGal-Aldolase charakterisiert. Ein Gen des ABC-Transporters, das für ein 





Abbildung 5 Genomumgebung der Gene des D-Galactose-Abbaus in H. volcanii. Die offenen Leserahmen 
(ORFs) sind als Pfeile dargestellt. Die Gene kodieren für die hypothetischen Proteine 2-Keto-3-Desoxy-6-
Phosphogalactonat-Aldolase (HVO_A0329), Galactose-Dehydrogenase (HVO_A0330), Galactonat-Dehydratase 
(HVO_A0331) und einen putativen Transkriptionsregulator (HVO_A0332), sowie die Gene eines ABC-
Transporters: ein ATP-Bindeprotein (HVO_A0336), zwei P rmeasen (HVO_A0337 und HVO_A0338) und das 
Substrat-Bindeprotein (HVO_A0339). Die Gene, die in dieser Arbeit untersucht wurden, sind grau markiert. Die 
2-Keto-3-Desoxy-Galactonat-Kinase (HVO_A0328) ist bereits charakterisiert und wurde schwarz unterlegt 














Wachstum auf Galactose. H. volcanii H26 wuchs in Synthetik-Medium mit 15 mM 
Galactose als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle mit einer Verdopplungszeit von 10,4 h 
bis zu einer optischen Dichte von ca. 2,2 (Abbildung 6). Dabei wurde die Galactose 
vollständig verbraucht.  
 





































Abbildung 6 Wachstum von H. volcanii auf Galactose. Die Zellen wuchsen in Synthetik-Medium mit 15 mM 
Galactose als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle. Gemessen wurde das Wachstum (■) und der Verbrauch 
von Galactose (▲) über die Zeit. Die Vorkultur wuchs in Synthetik-Medium mit 25 mM Galactose. Die Messung 
des Wachstums erfolgte über die Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm (OD600). 
 
 
In Extrakten aus Zellen, die auf Galactose oder Glucose gewachsen waren, wurden die 
Aktivitäten der Enzyme des DD-Wegs gemessen. Dabei wurde in Galactose-gewachsenen 
Zellen eine 21- bis 47-fach höhere Aktivität der Enzyme Galactose-Dehydrogenase (Gal-DH), 
Galactonat-Dehydratase (GalAD) und KDPGal-Aldolase (KDPGalA) nachgewiesen, als in 
Glucose-gewachsenen Zellen (Tabelle 7). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese 
Enzyme am Abbau von Galactose über den postulierten DD-Weg beteiligt sind.  
 
Tabelle 7 Aktivitäten der Enzyme des Galactose-Abbaus in Zellextrakten aus 
H. volcanii. Die Zellen wuchsen in Medium mit Glucose bzw. Galactose als einziger 





Induktion                    
(-fach) 
GalDH 3 124 41 
GalAD 1,3 27 21 





Transkriptionsanalyse. Das Gen HVO_A0330 kodiert für eine hypothetische Galactose-
Dehydrogenase. Mit Hilfe von Northern Blot Analysen wurde untersucht, ob das Transkript 
Galactose-spezifisch induziert wird (Abbildung 7). Dafür wurde RNA aus Zellen isoliert, die 
auf Glucose oder Galactose gewachsen waren. Es wurden zwei spezifische Transkripte in 
RNA aus Galactose-gewachsenen Zellen, nicht jedoch in RNA aus Glucose-gewachsenen 
Zellen nachgewiesen. Das Transkript bei 1100 nt entspricht der Länge des Gens HVO_A0330 
(1074 bp). Außerdem wurde mit geringerer Intensität ein weiteres Galactose-spezifisches 
Transkript bei 1800 nt nachgewiesen, was der Länge ein s Cotranskripts aus HVO_A0330 
und HVO_A0329 (648 bp) entspricht (Abbildung 5). Durch den relativ großen intergenischen 
Bereich dieser Gene von 81 bp könnte die gemeinsame Transkription allerdings auch durch 




Abbildung 7 Transkriptionsanalyse von HVO_A0330 aus H. volcanii. Abgebildet ist ein Northern Blot mit 
RNA aus Zellen, die auf Glucose (glc) oder Galactose (gal) gewachsen waren. Die Transkripte wurden mit Hilfe 
einer für HVO_A0330 spezifischen Sonde nachgewiesen. Die Pfeile bilden ausgewählte Banden des 




Expression, Reinigung und Charakterisierung der rekombinanten Galactose-
Dehydrogenase. Das Gen HVO_A0330, das für die putative Galactose-Dehydrogenase 
(GalDH) kodiert, wurde so in den Vektor pTA963 kloniert, dass es als 6 x Histidin 
Fusionsprotein exprimiert wurde. Die Expression erfolgte durch Induktion mit Tryptophan in 
H. volcanii H1209. Das exprimierte Protein wurde über Nickel-Affinitätschromatographie 













Abbildung 8 Rekombinante Galactose-Dehydrogenase (HVO_A0330) aus H. volcanii. SDS-PAGE (A) und 
CTAB-PAGE (B) nach Coomassie Brilliant Blau Färbung mit gereinigter Galactose-Dehydrogenase, die N-
terminal einen 6 x His-Tag aufweist. Die Pfeile aufder linken Seite zeigen auf die Banden der Markerproteine, 




Die Analyse des rekombinanten Proteins in der SDS-PAGE zeigte eine Bande bei 48 kDa 
(Abbildung 8 A), die etwa 20 % über dem errechneten Molekulargewicht der Untereinheit 
(40 kDa) lag. Für andere halophile Proteine wurde bereits gezeigt, dass das Laufverhalten im 
SDS-Gel von der tatsächlichen Größe abweichen kann und vermutlich durch den erhöhten 
Anteil an sauren Aminosäuren in halophilen Proteinen v rursacht wird (Bonete et al. 1996). 
Deshalb wurde zusätzlich eine Cetyltrimethylammoniumbromid-PAGE (CTAB-PAGE) 
durchgeführt. Bei dieser Methode wird das anionische SDS durch das kationische Detergens 
CTAB ersetzt, welches sich für die Ermittlung des Molekulargewichts saurer Proteine besser 
eignet (Williams und Gratzer 1971). Die CTAB-PAGE zeigte eine Bande bei 44 kDa 
(Abbildung 8 B), was in etwa dem kalkulierten Molekulargewicht entspricht. Mittels 
Gelfiltration wurde das native Molekulargewicht des Enzyms auf 76 kDa bestimmt, was auf 
eine homo-dimere Form (α2) des Enzyms unter nativen Bedingungen hinweist.  
Die Galactose-Dehydrogenase (GalDH) katalysierte die NAD(P)+-abhängige Oxidation von 
D-Galactose mit einer spezifischen Aktivität von 323 U/mg. Die Abhängigkeit der Rate von 
der Substratkonzentration folgte dabei einer Michaelis-Menten Kinetik. Für Galactose wurde 
ein apparenter Km- Wert von 23 mM (Abbildung 9 A) und für NADP
+ ein apparenter Km-
Wert von 0,32 mM ermittelt (Abbildung 9 B). Die Galactose-Dehydrogenase konnte neben 
NADP+ auch NAD+ als Elektronenakzeptor verwenden, wobei die apparenten Km- und Vmax-
Werte für NAD+ mit 7 mM und 83 U/mg bestimmt wurden (Abbildung 9 C). Die katalytische 


















(1,8 s-1mM-1) etwa 230-mal so hoch, was darauf hindeutet, dass NADP+ der physiologische 
Elektronenakzeptor ist. Das Enzym katalysierte auch die NADP+-abhängige Oxidation von 
L-Arabinose mit apparenten Km- und Vmax-Werten von 54 mM und 599 U/mg. Aus diesen 
Werten ließen sich vergleichbare katalytische Effizien en des Enzyms für Galactose und 
Arabinose errechnen (Tabelle 8). Im Vergleich zu D-Galactose (100 %) setzte das Enzym mit 
geringerer Effizienz D-Xylose (4,8 %) und D-Glucose (2 %) um. D-Fructose, D-Mannose, 
D-Glucose-6-Phosphat, D-Glucosamin, 2-Deoxy-D-Glucose und D-Ribose wurden mit 
weniger als 1 % der Aktivität umgesetzt.  
Das pH-Optimum lag zwischen pH 7,5 und pH 8,5. Bei einem pH von 6 wurden noch 35 %, 
bei einem pH von 10 noch 57 % Aktivität gemessen. Die Galactose-Dehydrogenase wies ein 
breites KCl-Optimum zwischen 1 und 4 M KCl auf, ohne KCl betrug die Aktivität 2,5 %. Die 



































































































Abbildung 9 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der rekombinanten GalDH aus H. volcanii von 
der Konzentration von Galactose (A), NADP+ (B) oder NAD+ (C) bei 42 °C. In den Einschüben sind die 














Tabelle 8 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten GalDH aus H. volcanii. Die 
Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 42 °C. 
Parameter GalDH 
Apparentes Molekulargewicht des Enzyms (kDa)  76,1 
Apparentes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa)1 44 
Kalkuliertes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa)2 39,6 
Oligomere Struktur α2 





























1 Bestimmung über CTAB-PAGE 
2 HVO_A0330 (www.halolex.mpg.de), inkl. His-tag 


















Deletion und Komplementation. Um eine funktionelle Beteiligung der Galactose-
Dehydrogenase am Galactose-Abbau zu untersuchen, wurde eine chromosomale 
Deletionsmutante von HVO_A0330 hergestellt. Dabei wurden 92 % (984 bp) des Gens 
deletiert. Dies wurde mittels Southern Blot nachgewiesen (Abbildung 10). Die 
Deletionsmutante der Galactose-Dehydrogenase war nicht mehr in der Lage auf Galactose zu 
wachsen. Nach einer Komplementation mit HVO_A0330 wurde das Wachstum auf Galactose 
wieder hergestellt. (Abbildung 10). Bei Wachstum auf Glucose zeigte die Mutante kein 
verändertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp (nicht gezeigt).  
 
 
Abbildung 10 Wachstum der H. volcanii GalDH Deletionsmutante auf 25 mM Galactose und Southern 
Blot zur Überprüfung der Gendeletion von HVO_A0330. (A) Dargestellt ist das Wachstum der 
Deletionsmutante (●) im Vergleich zum Wildtyp (■) und der Deletionsmutante ∆HVO_A0330, die mit 
HVO_A0330 komplementiert war (▲). Die Vorkulturen waren in Medium mit 1 % Casaminosäuren gewachsen. 
Das Wachstum wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm analysiert. (B) Für den Southern Blot 
wurde genomische DNA aus dem Wildtyp (wt) und der Deletionsmutante (∆HVO_A0330) verwendet, die mit 
NcoI und BamHI verdaut wurde. Mit Hilfe einer Sonde, die zum 5‘- untranslatierten Bereich von HVO_A0330 
komplementär war, wurde die Deletion nachgewiesen. Der Unterschied in der Bandenhöhe entspricht der Größe 
des deletierten Bereichs von HVO_A0330.  
 
 
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Transkription von HVO_A0330 durch 
Galactose induziert wird. Die NADP+-abhängige Galactose-Dehydrogenase setzte Galactose, 
nicht aber Glucose um. Mit Hilfe einer hergestellten Deletionsmutante wurde außerdem 
gezeigt, dass die Galactose-Dehydrogenase essentiell am Abbau von Galactose in H. volcanii 









5.1.2 Galactonat-Dehydratase  
Transkriptionsanalyse. Um eine Beteiligung der putativen Galactonat-Dehydratase, kodiert 
von HVO_A0331, am Galactose-Abbau in H. volcanii zu zeigen, wurde das Transkript mittels 
Northern Blot nachgewiesen. Dazu wurde RNA aus Galactose- und Glucose-gewachsenen 
Zellen verwendet. In RNA aus Galactose-gewachsenen Z llen wurde ein spezifisches 
Transkript identifiziert, das in Glucose-gewachsenen Zellen kaum nachweisbar war 
(Abbildung 11). Die für HVO_A0331 spezifische Bande war 1600 nt lang und ist damit ca. 
450 nt länger als das Gen (1155 bp). Das längere Transk ipt könnte durch 5‘- bzw. 3‘- UTRs 




Abbildung 11 Transkriptionsanalyse von HVO_A0331 aus H. volcanii mittels Northern Blot. Abgebildet ist 
ein Northern Blot mit RNA aus Zellen, die auf Glucose (glc) oder Galactose (gal) gewachsen waren. Die 
Transkripte wurden mit Hilfe einer für HVO_A0331 spezifischen Sonde nachgewiesen. Die Pfeile bilden 
ausgewählte Banden des verwendeten Größenstandards ab. Zur Beladungskontrolle wurde die 16S rRNA mittels 
Ethidiumbromid sichtbar gemacht.  
 
 
Expression, Reinigung und Charakterisierung der rekombinanten Galactonat-
Dehydratase. HVO_A0331 wurde als 6 x Histidin Fusionsprotein homolog überexprimiert. 
Die Reinigung des Enzyms wurde über hydrophobe Interak ionschromatographie und 
Größenausschlusschromatographie bis zur apparenten Homogenität durchgeführt. Dabei 
konnte ein natives Molekulargewicht von 300 ± 20 kDa bestimmt werden. Mittels SDS-
PAGE wurde das Molekulargewicht der Untereinheit auf 49 kDa bestimmt (Abbildung 12). 












Abbildung 12 Rekombinante Galactonat-Dehydratase (HVO_A0331) aus H. volcanii. SDS-PAGE nach 
Coomassie Brilliant Blau Färbung mit gereinigter Galactonat-Dehydratase, die N-terminal einen 6 x His-Tag 
aufweist. Die Pfeile auf der linken Seite zeigen auf die Banden der Markerproteine, der Pfeil rechts auf das 
gereinigte Enzym. Spur 1: Molekulargewichtsstandard; Spur 2: Galactonat-Dehydratase. 
 
 
Die Galactonat-Dehydratase (GalAD) katalysierte die Dehydratisierung von Galactonat zu 2-
Keto-3-Desoxygalactonat mit apparenten Vmax- und Km-Werten für Galactonat von 3,8 U/mg 
und 1,4 mM (Abbildung 13 A). Bei Galactonat-Konzentrationen über 4 mM trat eine 
Inhibition der Enzymaktivität ein. Bei 5 mM wurden noch 90 % der Aktivität nachgewiesen, 
bei 20 mM nur noch 20 %. Das Enzym zeigte keine Aktivität mit anderen Zuckersäuren wie 
D-Gluconat, L-Arabinoat oder D-Xylonat (je 4 mM). Außerdem war die Aktivität des 
Enzyms abhängig von divalenten Kationen. Durch Zugabe von 2 mM EDTA konnte die 
Enzymaktivität vollständig inhibiert werden, durch Zugabe von 4 mM MgCl2 wurde die 
Aktivität wieder hergestellt. Für MgCl2 wurde ein apparenter Km-Wert von 0,66 mM 
bestimmt (Abbildung 13 B) (Tabelle 9). Der Effekt verschiedener Kationen (je 1 mM) auf die 
Enzymaktivität wurde getestet. Mg2+ (100 %) konnte durch Mn
2+ (93 %) ersetzt werden. Für 
Fe2+, Ca2+, Cu2+, Co2+, Ni2+ und Zn2+ wurden weniger als 10 % der Aktivität nachgewiesen.  
Die maximale Aktivität des Enzyms wurde bei 4 M KCl erreicht, bei 3 M KCl betrug die 
Aktivität nur 60 %. Das pH-Optimum wurde bei pH 7,5 bestimmt, bei pH 6,5 bzw. pH 8 












































           




































Abbildung 13 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der rekombinanten Galactonat-Dehydratase 
aus H. volcanii von der Konzentration von Galactonat (A) und MgCl2 (B) bei 42 °C. Zur Bestimmung der 
kinetischen Parameter wurde die doppelt reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk verwendet, die in de 
Einschüben dargestellt ist.  
 
 
Tabelle 9 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten GalAD aus H. volcanii. Die 
Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 42 °C. 
Parameter GalAD 
Apparentes Molekulargewicht des Enzyms (kDa)  300 
Apparentes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa)1 49 
Kalkuliertes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa)2 43,7 
Oligomere Struktur α8 
Apparenter Vmax (U/mg)                                        Galactonat 3,8 
Apparenter Km (mM) 
 
                                       Galactonat   
                                       MgCl2 
1,4 
0,66 
1 Bestimmung über SDS-PAGE 















Deletion und Komplementation. Die funktionelle Beteiligung der Galactonat-Dehydratase 
am Galactose-Abbau wurde durch eine chromosomale Deletion des Gens untersucht. Bei der 
Mutante waren 1047 bp von HVO_A0331 deletiert, was mittels Southern Blot überprüft 
wurde (Abbildung 14). Die Deletionsmutante konnte in Medium mit Galactose als einziger 
Energie- und Kohlenstoffquelle nicht mehr wachsen (Abbildung 14 ). Das Wachstum auf 
Galactose wurde durch eine in-trans Komplementation mit HVO_A0331 wiederhergestellt. 
Das Wachstum auf Glucose war im Vergleich zum Wildtyp nicht verändert (nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 14 Wachstum der H. volcanii GalAD Deletionsmutante auf 25 mM Galactose und Southern 
Blot zur Überprüfung der Gendeletion. (A) Dargestellt ist das Wachstum der Deletionsmutante (●) im 
Vergleich zum Wildtyp (■) und der mit HVO_A0331 komplementierten Deletionsmutante (▲). Die Vorkulturen 
waren in Medium mit 1 % Casaminosäuren gewachsen. Das Wachstum wurde durch die Messung der optischen 
Dichte bei 600 nm analysiert. (B) Für den Southern Blot wurde genomische DNA aus dem Wildtyp (wt) und der 
Deletionsmutante (∆HVO_A0331) aufgetragen, die mit HindIII und PciI verdaut wurde. Mit Hilfe einer Sonde, 
die zum 5‘- untranslatierten Bereich von HVO_A0331 komplementär war, wurde die Deletion nachgewiesen. 
Der Unterschied in der Bandenhöhe entspricht der Größe des deletierten Bereichs von HVO_A0331. 
 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass HVO_A0331 für eine funktio elle Galactonat-Dehydratase 
kodiert, die bei Wachstum auf Galactose induziert wird. Durch die homologe Überexpression, 
Reinigung und Charakterisierung der Galactonat-Dehydratase wurde außerdem eine Spezifität 
des Enzyms für Galactonat gezeigt, Gluconat wurde nicht umgesetzt. Deletionsanalysen 









5.1.3 KDPGal-Aldolase  
Transkriptionsanalyse. Das Transkript von HVO_A0329, der für eine putative KDPGal-
Aldolase kodiert, wurde in RNA aus Galactose- oder Glucose-gewachsenen Zellen 
untersucht. Die Analyse der Transkriptmenge erfolgte mit Hilfe einer semiquantitativen RT-
PCR. Dabei zeigte sich eine Induktion der Transkription von HVO_A0329 bei Wachstum auf 




Abbildung 15 Transkriptionsanalyse von HVO_A0329 aus H. volcanii mittels semiquantitativer RT-PCR. 
Es wurde RNA aus Zellen verwendet, die entweder auf Glucose (glc) oder Galactose (gal) als einziger 
Kohlenstoff- und Energiequelle gewachsen waren. DasTranskript wurde mit Hilfe von Primern, die für 
HVO_A0329 spezifisch waren, in einer RT-PCR nachgewiesen. Als Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte 
ribosomoale Gen ribL (Brenneis et al., 2007) nachgewiesen. 
 
 
Expression, Reinigung und Charakterisierung der rekombinanten KDPGal-Aldolase. 
Das Gen HVO_A0329 wurde in H. volcanii homolog überexprimiert und das rekombinante 
Enzym mittels Nickel-Affinitätschromatographie und Größenausschlusschromatographie 
gereinigt. Dabei wurde ein apparentes Molekulargewicht des Enzyms von 220 kDa gezeigt. 
Mit Hilfe einer SDS-PAGE wurde das Molekulargewicht der Untereinheit auf 23 kDa 
bestimmt (Abbildung 16), was dem kalkulierten Molekulargewicht von 22 kDa (22,9 mit His-












Abbildung 16 Rekombinante KDPGal-Aldolase (HVO_A0329) aus H. volcanii. SDS-PAGE nach Coomassie 
Brilliant Blau Färbung mit gereinigter KDPGal-Aldolase, die N-terminal einen 6 x His-Tag aufweist. DiePf ile 
auf der linken Seite zeigen auf die Banden der Markerproteine, der Pfeil rechts auf die gereinigte Aldolase. Spur 
1: Molekulargewichtsstandard; Spur 2: KDPGal-Aldolase. 
 
 
Die KDPGal-Aldolase (KDPGalA) katalysierte die Spaltung von 2-Keto-3-Desoxy-6-
Phosphogalactonat in Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) und Pyruvat mit apparenten Vmax- 
und Km-Werten für von 39 U/mg und 0,04 mM (Abbildung 17 A) (Tabelle 10). Neben 
KDPGal setzte das Enzym auch KDPG mit einer maximalen Rate von 25 U/mg und einem 
Km von 0,117 mM um (Abbildung 17 B). Damit ist die katalytische Effizienz des Enzyms für 
KDPGal mit 376 mM-1s-1 fünffach höher als die für KDPG (Tabelle 10). Die nicht-
phosphorylierten Substrate KDG und KDGal wurden im Vergleich zu KDPGal (100 %) mit 
weniger als 1 % der Aktivität umgesetzt. Dies zeigte eine Spezifität des Enzyms für die 
getesteten phosphorylierten 2-Keto-3-Desoxy-Zuckersäuren um.  
Das pH-Optimum der Aldolase lag bei pH 7. 50 % der Aktivität wurden bei pH 5 und pH 9 
nachgewiesen. Die maximale Aktivität wurde bei 0,5 M KCl erreicht, 70 % Aktivität wurden 













































       






























Abbildung 17 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der rekombinanten KDPGal-Aldolase aus 
H. volcanii von der Konzentration an KDPGal (A) und KDPG (B). Die Einschübe zeigen die doppelt 





Tabelle 10 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten KDPGal-Aldolase aus 
H. volcanii. Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 42 °C. 
Parameter  KDPGalA 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa)   220 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa)1  23 
Kalkulierte molekulare Masse der Untereinheit (kDa)2  23 
oligomere Struktur   α9 



















1 Bestimmung über SDS-PAGE 






Deletion und Komplementation. Das Gen HVO_A0329, das für eine putative KDPGal-
Aldolase kodiert, wurde chromosomal deletiert und mit Hilfe eines Southern Blots die 
Deletion nachgewiesen (Abbildung 18). Es wurden 579bp (89 %) des Gens deletiert. Das 
Wachstum der Deletionsmutante in Medium mit Glucose d r Galactose wurde analysiert 
(Abbildung 18). Die Deletionsmutante wuchs nicht mehr auf Galactose. Wurde in die 
Deletionsmutante das Gen HVO_A0329 mit Hilfe eines V ktors in-trans eingefügt, ließ sich 
das Wachstum auf Galactose wieder vollständig herstellen (Abbildung 18). Das Wachstum 




Abbildung 18 Wachstum der H. volcanii KDPGalA Deletionsmutante auf 25 mM Galactose und Southern 
Blot zur Überprüfung der Gendeletion von HVO_A0329. (A) Dargestellt ist das Wachstum der 
Deletionsmutante (●) im Vergleich zum Wildtyp (■) und der mit HVO_A0329 komplementierten 
Deletionsmutante (▲). Die Vorkulturen wurden in Medium mit 1 % Casaminosäuren angezogen. Das Wachstum 
wurde durch die Messung der optischen Dichte bei 600 nm analysiert. (B) Für den Southern Blot wurde DNA 
aus dem Wildtyp (wt) und der Deletionsmutante (∆HVO_A0329), die mit EcoRV und NcoI verdaut wurde, 
aufgetragen. Anschließend wurde die DNA der Größe nach getrennt, auf eine Membran geblottet und mit Hilfe 
einer Sonde, die komplementär zum 5‘- untranslatierten Bereich von HVO_A0329 war, die Deletion 
nachgewiesen. Der Unterschied in der Bandenhöhe entspricht der Größe des deletierten Bereichs.  
 
 
Diese Ergebnisse zeigen, dass HVO_A0329 für eine fuktionelle KDPGal-Aldolase kodiert, 
die bei Wachstum auf Galactose induziert wird. Die KDPGal-Aldolase setzte spezifisch die 
phosphorylierten 2-Keto-3-Desoxyzuckersäuren KDPGal und KDPG um, nicht jedoch die 
entsprechenden unphosphorylierten 2-Keto-3-Desoxyzuckersäuren. Wachstumsanalysen einer 
Deletionsmutante zeigten eine essentielle Beteiligung der KDPGal-Aldolase am Galactose-








Deletion. In genomischer Nähe zu den Genen des Galactose-Abbaus befinden sich Gene für 
einen ABC-Transporter (Abbildung 5). Um zu klären, ob der ABC-Transporter am Galactose-
Transport beteiligt ist, wurde das Gen des Substratbindeproteins deletiert und die Deletion 
mittels Southern Blot überprüft (Abbildung 19). Es wurden 1560 bp (93 %) des Gens 
deletiert. 
Das Wachstum der Deletionsmutante wurde im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Dabei 
wuchs die Mutante auf Galactose mit einer deutlich verlangsamten Verdopplungszeit von 
30,3 h bis zu einer OD600 von 3,2 (Abbildung 19). Im Gegensatz dazu wuchs der Wildtyp mit 
einer Verdopplungszeit von 14,4 h bis zu einer OD600 von 3,2. Dieses Ergebnis deutet darauf 
hin, dass das Substratbindeprotein, und damit der ABC-Transporter am Galactose-Transport 
beteiligt ist.  
 
 
Abbildung 19 Wachstum der Deletionsmutante ∆HVO_A0339 auf 25 mM Galactose und Southern Blot 
zur Überprüfung der Gendeletion von HVO_A0339 in H. volcanii. (A) Dargestellt ist das Wachstum der 
∆HVO_A0339 Deletionsmutante (●) im Vergleich zum Wildtyp (■). Die Vorkulturen wurden in Medium mit 
1 % Casaminosäuren angezogen. Das Wachstum wurde duch ie Messung der optischen Dichte bei 600 nm 
analysiert. (B) Für den Southern Blot wurde genomische DNA aus dem Wildtyp (wt) und der Deletionsmutante 
(∆HVO_A0339), die mit NdeI und PciI verdaut wurde, verwendet. Mit Hilfe einer Sonde, ie spezifisch an den 
5‘-untranslatierten Bereich von HVO_A0339 binden konnte, wurde die Deletion nachgewiesen. Der Unterschied 












Transkriptionsregulation. Weiterhin wurde geprüft, ob das Gen des Substratbindeproteins 
transkriptionell reguliert ist. Es wurden vergleichbare Transkriptmengen in Galactose- und 
Glucose-gewachsenen Zellen mittels Northern Blot nachgewiesen. Dies deutet auf eine 
konstitutive Expression hin (Abbildung 20). 
 
                                                   
 
Abbildung 20 Transkriptionsanalyse von HVO_A0339 aus H. volcanii nach Wachstum auf Glucose bzw. 
Galactose mittels Northern Blot. Es wurde RNA aus Zellen isoliert, die entweder auf Glucose (glc) oder 
Galactose (gal) wuchsen. Die Northern Blot Analyse wurde mit einer für HVO_A0339 spezifischen Sonde 




























5.1.5 Transkriptionsaktivator DdcR 
Die bisherigen Analysen haben gezeigt, dass die Gene d s Galactose-Abbaus HVO_A0330 
(Galactose-Dehydrogenase), HVO_A0331 (Galactonat-Dehydratase) und HVO_A0329 
(KDPGal-Aldolase), die im Folgenden als galDH, galAD und kdpgalA bezeichnet werden, in 
H. volcanii bei Wachstum auf Galactose transkriptionell induziert werden, was für einen 
gemeinsamen transkriptionellen Regulator spricht. In direkter genomischer Nähe zu den 
Genen des Galactose-Abbaus in H. volcanii liegt das Gen eines putativen 
Transkriptionsregulators (HVO_A0332). Dieser Regulator ist homolog zur IclR-Familie der 
Transkriptionsregulatoren aus Bacteria und enthält ein Helix-Turn-Helix-Motiv (IclR-type 
HTH, PS51077), was ihn als DNA-bindendes Protein ausweist. 
 
Deletion und Komplementation. Um einen Effekt des putativen Regulators am Galactose-
Abbau in H. volcanii zu zeigen, wurde das Gen HVO_A0332 chromosomal deletiert. Die 
Deletionsmutante wurde mit Hilfe eines Southern Blots überprüft, es wurden 660 bp (84 %) 
des Gens deletiert (Abbildung 21).  
Das Wachstum wurde in Medium mit Galactose oder Glucose als einziger Kohlenstoff- und 
Energiequelle untersucht. Die Deletionsmutante wuchs nicht mehr auf Galactose (Abbildung 
21 ), auf Glucose wuchs die Mutante hingegen wie der Wildtyp (nicht gezeigt). Das 
Wachstum auf Galactose wurde durch eine in-tra s Komplementation mit HVO_A0332 
wieder hergestellt werden (Abbildung 21). Die Daten zeigen, dass der hypothetische 
Transkriptionsregulator essentiell am Galactose-Abbau beteiligt ist, möglicherweise als 
Aktivator.  
 
Expression und Reinigung des rekombinanten Transkriptionsregulators. HVO_A0332 
wurde in H. volcanii homolog überexprimiert und mittels Nickel-Affinitätschromatographie 
und Größenausschlusschromatographie gereinigt. Dabei wurde ein apparentes 
Molekulargewicht des Enzyms von 67 kDa gezeigt. MitHilfe einer SDS-PAGE wurde das 
Molekulargewicht der Untereinheit auf 27 kDa bestimmt (Abbildung 22), was dem 
kalkulierten Molekulargewicht von 28,7 kDa (29,6 mit His-Tag) entspricht. Dies deutet auf 
eine homo-dimere Konformation des Enzyms hin (α2).  
Das Gen des putativen Transkriptionsregulators wirdim Folgenden ddcR (DeLey-Doudoroff-








Abbildung 21 Wachstum der H. volcanii HVO_A0332 Deletionsmutante auf 25 mM Galactose und 
Southern Analyse zur Überprüfung der Gendeletion von HVO_A0332. (A) Dargestellt ist das Wachstum der 
Deletionsmutante (●) im Vergleich zum Wildtyp (■) und der mit ddcR komplementierten Deletionsmutante (▲). 
Die Vorkulturen wurden in Medium mit 1 % Casaminosäuren angezogen. Das Wachstum wurde durch die 
Messung der optischen Dichte bei 600 nm analysiert. (B) Southern Blot mit genomischer DNA aus dem Wildtyp 
(wt) und der Deletionsmutante (∆HVO_A0332), die mit EcoRV und NcoI verdaut wurde. Mit Hilfe einer Sonde, 
die zum 5‘- untranslatierten Bereich von HVO_A0332 komplementär war, wurde die Deletion nachgewiesen. 






Abbildung 22 Rekombinanter Transkriptionsregulator aus H. volcanii. SDS-PAGE nach Coomassie 
Brilliant Blau Färbung mit gereinigtem Regulator, der N-terminal einen 6 x His-Tag aufweist. Die Pfeile auf der 
linken Seite zeigen auf die Banden der Markerproteine, der Pfeil rechts auf das gereinigte Protein. Spur 1: 


















Transkriptionsregulation von galAD durch DdcR. Um zu überprüfen, ob der 
Transkriptionsregulator DdcR die Gene des Galactose-Abbaus in H. volcanii Galactose-
spezifisch induziert, sollten exemplarisch die Transkriptmengen von galAD im Wildtyp und 
in der DdcR Deletionsmutante bestimmt werden. Da die Deletionsmutante nicht mehr auf 
Galactose wachsen kann, wurden Wildtyp-Zellen von H. volcanii H26 und die 
Deletionsmutante ∆ddcR zunächst mit 5 mM Glucose bis zur stationären Phase (OD600 ≈1) 
gezüchtet. Zu diesem Zeitpunkt (0 h) wurde RNA isoliert. Anschließend wurde zur Induktion 
der Galactose-abbauenden Gene 5 mM Galactose zu den Kulturen gegeben und nach weiteren 
4 Stunden erneut RNA isoliert (4 h). Die RNA wurde mit Hilfe von Northern Blot Analysen 
auf eine Bildung von Transkripten des Galactonat-Dehydratase Gens untersucht (Abbildung 
23). Vor der Zugabe von Galactose (0 h) wurde in keiner der untersuchten Kulturen 
Transkript nachgewiesen. Nach Induktion mit Galactose (4 h) zeigte sich im Wildtyp eine 
deutliche Induktion der Transkription von galAD. Im Gegensatz dazu wurde in der DdcR 
Deletionsmutante kein spezifisches Transkript nachgewiesen. Um zu prüfen, ob die 
Abwesenheit des galAD Transkripts ausschließlich auf die Deletion des 
Transkriptionsregulators zurückzuführen war, wurde in einem dritten Ansatz die 
Deletionsmutante ∆ddcR in-trans mit ddcR komplementiert. Unter diesen Bedingungen war 
nach Induktion mit Galactose wieder spezifisches Transkript von galAD nachweisbar. Dieses 
Ergebnis zeigt, dass der Transkriptionsregulator DdcR für die Galactose-spezifische 









Abbildung 23 Northern Blot Analyse von galAD (HVO_A0331) in H. volcanii (wt), der DdcR 
Deletionsmutante (∆ddcR) und der in-trans komplementierten Deletionsmutante (∆ddcR+ddcR). RNA 
wurde aus Zellen isoliert, die bis zur stationären Phase in Medium mit 5 mM Glucose gewachsen waren (0h).
Anschließend wurde den Zellen 5 mM Galactose zugegeben und nach 4 Stunden Inkubation erneut RNA isoliert 
(4h). Die komplementierte Deletionsmutante wurde mit 80 µM Tryptophan im Medium inkubiert. Die 
verwendete Sonde war spezifisch für galAD. Als Kontrolle wurde die 16S RNA verwendet.  
 
 
Regulation der galAD-Promotoraktivität durch DdcR. Der Einfluss des 
Transkriptionsregulators DdcR auf die Transkription von galAD sollte auch anhand von 
Promotoraktivitäten mit Hilfe eines Reportergensystems nachgewiesen werden. Dabei sollte 
zunächst gezeigt werden, dass die Reportergenaktivität durch den Promotor von galAD 
spezifisch von Galactose induziert wird. Dazu wurde der Promotor des Gens galAD in den 
Vektor pTA919 in-frame vor das bgaH-Reportergen, das für eine β-Galactosidase kodiert, 
kloniert. Der Stamm H. volcanii H555, der kein β-Galactosidase Gen trägt, wurde mit diesem 
Konstrukt (pTA919p.HVO_A0331) transformiert (AG Schönheit). Der Stamm wurde auf 
25 mM Galactose und 1 % Casaminosäuren gezüchtet und die β-Galactosidase-Aktivität 
bestimmt. Die Messung der β-Galactosidase-Aktivität erfolgte jeweils am Anfang der 
stationären Phase. Dabei war die Promotoraktivität von galAD in Galactose-gewachsenen 
Zellen (436 mU/mg) etwa 5-fach höher als bei Casaminosäure-gewachsenen Zellen 
(87,7 mU/mg). Dies zeigt, dass der galAD-Promotor in Anwesenheit von Galactose induziert 
wird. Damit ist dieses Reportergensystem geeignet, um den Einfluss von DdcR auf die 
Promotorstärke von galAD zu untersuchen.  
Dazu wurde eine Deletionsmutante ∆ddcR im Stamm H. volcanii H555 erstellt. Die 
erfolgreiche Deletion wurde mittels Southern Blot nachgewiesen und die Deletionsmutante 













Deletionsmutante wurde mit dem Plasmid pTA919p.HVO_A0331 transformiert. Wildtyp und 
∆ddcR wurden zunächst auf 0,2 % Casaminosäuren bis zur stationären Phase gezüchtet und 
die β-Galactosidase-Aktivität gemessen. Dabei wurden im Wildtyp als auch in der 
Deletionsmutante basale Promotoraktivitäten von 195 ± 6,4 mU/mg bzw. 200 ± 2,9 mU/mg 
nachgewiesen (Abbildung 24). Anschließend wurden beiden Kulturen zur Induktion des 
galAD-Promotors jeweils 10 mM Galactose zugegeben. Nach ca. 100 h wurde erneut die 
Promotor-Aktivität der galAD mit Hilfe der β-Galactosidase-Aktivität bestimmt. Im Wildtyp 
wurde eine dreifach erhöhte Aktivität von 595 ± 69 mU/mg nachgewiesen, die Aktivität in der 
Deletionsmutante hingegen blieb annähernd konstant bei 267 ± 20,7 mU/mg. Dieses Ergebnis 
zeigt, dass die Anwesenheit von DdcR essentiell ist für die Promotoraktivierung von galAD 
und bestätigt damit die Rolle von DdcR als Transkriptionsaktivator.  
 
 
Abbildung 24 Promotoraktivität der galAD in H. volcanii H555 (WT) und H. volcanii H555 ∆ddcR 
(∆ddcR). Gezeigt ist die Promotoraktivität nach Wachstum auf 0,2 % Casaminosäuren bis zur stationären Phase 


































5.2 D-Galactose-Abbau in Halorhabdus utahensis 
5.2.1 Galactokinase  
Genomanalysen haben ergeben, dass in H. utahensis die Gene für den in H. volcanii 
identifizierten DeLey-Doudoroff Weg für den Abbau von Galactose fehlen. Es konnten 
hingegen alle Gene für einen klassischen bakterielln Leloir-Weg für den Abbau von 
Galactose nachgewiesen werden (Anderson et al. 2011). Das Schlüsselenzym, die 
Galactokinase, wird durch das Gen Huta_3018 (galK) kodiert. In dieser Arbeit sollte dieses 
Gen überexprimiert und das rekombinante Protein gereinigt und charakterisiert werden.  
 
Expression, Reinigung und biochemische Charakterisierung der rekombinanten GalK. 
Das Gen galK wurde in H. volcanii homolog überexprimiert und das rekombinante Protein 
mit Hilfe von Nickel-Affinitätschromatographie und Größenausschlusschromatographie 
gereinigt. Mit Hilfe einer denaturierenden SDS-PAGE wurde das Molekulargewicht der 
Untereinheit auf 47,6 kDa bestimmt (Abbildung 25). Das kalkulierte Molekulargewicht lag 
bei 40 kDa (mit His-Tag). Das native Molekulargewicht des Enzyms wurde mittels 
Gelfiltration auf 31,3 ± 5,5 kDa bestimmt. Dies deutet auf eine monomere Struktur des 
Enzyms hin.  
 
 
Abbildung 25 Rekombinante Galactokinase aus H. utahensis. SDS-PAGE nach Coomassie Brilliant Blau 
Färbung mit gereinigter Galactokinase, die N-terminal einen 6 x His-Tag aufweist. Die Pfeile auf der linken 
Seite zeigen auf die Banden der Markerproteine, derPfeil rechts auf die Galactokinase. Spur 1: 
Molekulargewichtsstandard; Spur 2: Galactokinase. 
 
 
Das rekombinante Enzym katalysierte die ATP-abhängige Phosphorylierung von Galactose 
mit Km- und Vmax-Werten von 0,69 mM und 2,4 U/mg für Galactose (Abbildung 26 A) 












Aktivität konnte bis zu einer Salzkonzentration von 3,5 M KCl gesteigert werden. Bei 2,5 M 
KCl konnten noch 38 % der Aktivität nachgewiesen werden. Das Enzym war unter den 
gewählten Bedingungen nicht stabil, nach 24 h wurden nur noch 50 % der Aktivität 
nachgewiesen.  










































































Abbildung 26 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Galactokinase aus H. utahensis von der 
Konzentration von Galactose (A) oder ATP (B) bei 37 °C. In den Einschüben sind die doppelt reziproken 
Auftragungen nach Lineweaver-Burk dargestellt.  
 
Tabelle 11 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten Galactokinase aus H. utahensis. 
Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 37 °C. 
Parameter  GalK 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa)   31,3 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa)1  47,6 
Kalkulierte molekulare Masse der Untereinheit (kDa)2  40  
oligomere Struktur  α 
Apparenter Vmax (U/mg)                                              2,4 




1 Bestimmung über SDS-PAGE 
2 Huta_3018 (www.halolex.mpg.de); mit His-tag 
 
 
Es wurde gezeigt, dass H. utahensis über eine katalytisch aktive Galactokinase verfügt, was 





5.3 Glucose-Abbau in Haloferax volcanii 
5.3.1 KDPG-Aldolase  
Für den Abbau von Glucose wurde in H. volcanii ein semiphosphorylierter Entner-Doudoroff-
Weg postuliert. Das Schlüsselenzym dieses Weges, di KDPG-Aldolase wurde bis jetzt nicht 
detailliert untersucht. In bisherigen Untersuchungen d r Arbeitsgruppe wurde mit Hilfe einer 
Deletionsmutante gezeigt, dass die KDPG-Aldolase, kodiert von HVO_0950 (kdpgA), 
essentiell am Abbau von Glucose beteiligt ist (Tästen en, 2010). Im Folgenden wurden 
Transkriptanalysen durchgeführt, das Protein wurde homolog überexprimiert und umfassend 
biochemisch charakterisiert. 
 
Transkriptionsanalyse. In RNA aus Glucose- oder Galactose-gewachsenen Zellen wurde die 
Transkriptmenge von kdpgA mittels semiquantitativer RT-PCR abgeschätzt. Dabei zeigte 
sich, dass kdpgA konstitutiv bei Wachstum auf Glucose und Galactose transkribiert wird 




Abbildung 27 Transkriptionsanalyse von kdpgA aus H. volcanii nach Wachstum auf Glucose bzw. 
Galactose mittels semiquantitativer RT-PCR. RNA wurde aus Zellen isoliert, die entweder auf Glucose (glc) 
oder Galactose (gal) als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle gewachsen waren. Das Transkript wurde mit 
Hilfe von spezifischen Primern für kdpgA (453 bp) mittels RT-PCR nachgewiesen. Als Kontrolle wurde das 
konstitutiv exprimierte ribosomoale Gen ribL (337 bp) nachgewiesen. 
 
 
Expression, Reinigung und Charakterisierung der rekombinanten KDPG-Aldolase. Die 
KDPG-Aldolase wurde in H. volcanii überexprimiert und bis zur apparenten Homogenität 
gereinigt. Mittels SDS-PAGE wurde das Molekulargewicht der Untereinheit auf 33 kDa 
bestimmt (Abbildung 28 A). Das kalkulierte Molekulargewicht entspricht 23,3 kDa (inklusive 











die für halophile Proteine schon gezeigt wurde (5.1.1)  Deshalb wurde zusätzlich das 
apparente Molekulargewicht mit Hilfe einer CTAB-PAGE auf 26 kDa bestimmt, was in etwa 
mit dem kalkulierten Molekulargewicht übereinstimmt (Abbildung 28 B). Die apparente 
molekulare Masse des Enzyms wurde mittels Größenausschlusschromatographie auf 267 kDa 
bestimmt. Diese Ergebnisse deuten auf eine homo-dodecamere (α12) Form des nativen 




Abbildung 28 Rekombinante KDPG-Aldolase aus H. volcanii. SDS-PAGE (A) und CTAB-PAGE (B) nach 
Coomassie Brilliant Blau Färbung mit gereinigter KDPG-Aldolase, die N-terminal einen 6 x His-Tag aufweist. 
Die Pfeile auf der linken Seite zeigen auf die Banden der Markerproteine, der Pfeil rechts auf die KDPG-
Aldolase. Spur 1: Molekulargewichtsstandard; Spur 2: KDPG-Aldolase. 
 
 
Die KDPG-Aldolase katalysierte die Spaltung von KDPG zu GAP und Pyruvat mit einem 
Vmax-Wert von 226 U/mg. Der Km-Wert für KDPG betrug 0,33 mM (Abbildung 29 A). Das 
Enzym setzte das entsprechende C4-Epimer KDPGal nur mit geringen Raten (< 3 %) um. 
Außerdem katalysierte das Enzym die Rückreaktion, nämlich die Bildung von KDPG aus 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) und Pyruvat, mit einem apparenten Vmax-Wert von 
81,6 U/mg, für GAP wurde ein Km-Wert von 13,4 mM ermittelt (Abbildung 29 B). Mit 
deutlich geringeren spezifischen Aktivitäten wurde die Spaltung von KDG zu 
Glycerinaldehyd und Pyruvat (< 1 %) und die Bildung von KDG (< 6 %) katalysiert. Bei der 
KDG-Bildung aus GA und Pyruvat wurden für Glycerinaldehyd und Pyruvat apparente Km-













25 26 kDa 





Die maximale Aktivität wurde bei pH-Werten zwischen pH 6,5 und pH 7,5 erreicht. Es 
konnten bei pH 5,5 und pH 9 jeweils 50 % der Aktivität nachgewiesen werden. Das Enzym 
zeigte optimale Aktivität bei KCl-Konzentrationen von 1-1,5 M. Ohne KCl wurden noch 
3,5 % Aktivität nachgewiesen, bei 3,5 M KCl noch 67 %. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 
zusammenfassend dargestellt.  
 
 





































































Abbildung 29 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der rekombinanten KDPG-Aldolase aus 
H. volcanii von KDPG (A) und GAP (B) bei 42 °C. In den Einschüben sind die doppelt reziproken 

















Tabelle 12 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten KDPG-Aldolase aus H. volcanii. 
Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 42 °C 
Parameter  KDPGA 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa)   267 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa)1  26 
Kalkulierte molekulare Masse der Untereinheit (kDa)2  23,3 
Oligomere Struktur  α12 
























1 Bestimmung über CTAB-PAGE 
2 HVO_0950 (www.halolex.mpg.de); mit His-tag 
n.b.: nicht bestimmbar 
* Die Vmax- und Km-Werte für GAP und GA wurden jeweils mit 25 mM Pyruvat ermittelt 
** Die V max- und Km-Werte für Pyruvat wurden mit 20 mM GA ermittelt 
 
 
Deletionsmutante. Eine chromosomale Deletionsmutante der KDPG-Aldolase in H. volcanii 
war bereits verfügbar. Es zeigte sich, dass diese Del tionsmutante im Gegensatz zum Wildtyp 
in den ersten 80 Stunden nicht mehr auf Glucose wachsen konnte (Tästensen, 2010). Wurde 
in die Deletionsmutante das Gen kdpgA mit Hilfe eines Vektors in-trans eingefügt, ließ sich 
das Wachstum auf Glucose wieder vollständig herstellen (Abbildung 30). Das Wachstum der 
Deletionsmutante auf 1 % Casaminosäuren und 25 mM Galactose war nicht verändert (nicht 
gezeigt). Dieses Ergebnis zeigt, dass die KDPG-Aldolase essentiell am Abbau von Glucose 









In einer weiterführenden Analyse stellte sich jedoch heraus, dass die ∆kdpgA 
Deletionsmutante in Medium mit Glucose nach 80-100 h wieder in der Lage war Glucose als 
Energie- und Kohlenstoffquelle zu nutzen (Abbildung 30). Um zu prüfen, ob die 
Deletionsmutante nach dieser Zeitspanne wieder zum Wildtyp rückmutiert war, wurde 
zunächst DNA aus ∆kdpgA nach Wachstum auf Glucose isoliert und durch einen Southern 
Blot die Deletion des Gens erneut bestätigt (nicht gezeigt). Dieses Ergebnis legt die 
Vermutung nahe, dass die KDPG-Aldolase in der Deletionsmutante durch eine andere 
Aldolase ersetzt werden kann. 
 





















Abbildung 30 Wachstum der H. volcanii ∆kdpgA Deletionsmutante auf 25 mM Glucose. Dargestellt ist das 
Wachstum der ∆kdpgA Deletionsmutante (●) im Vergleich zum Wildtyp (■) und des mit kdpgA (▲) 
komplementierten Deletionsstamms. Die Vorkulturen wurden in Medium mit 1 % Casaminosäuren angezogen.  
 
 
Da die im Rahmen der vorliegenden Arbeit charakterisi rte KDPGal-Aldolase (5.1.3) in der 
Lage ist auch KDPG effizient umzusetzen, wurde vermutet, dass die KDPGal-Aldolase, die 
Funktion der KDPG-Aldolase in der ∆kdpgA Mutante übernehmen kann.  
 
Doppel-Deletionsmutante. Um zu überprüfen, ob das Wachstum der ∆kdpgA Mutante auf 
Glucose durch die KDPGal-Aldolase verursacht wird, wurde eine ∆kdpgA ∆kdpgalA Doppel-
Deletionsmutante generiert und die Deletionen in eier Southern Blot Analyse überprüft 
(Abbildung 31). Die Doppelmutante ∆kdpgA ∆kdpgalA zeigte auch nach 150 h kein 
Wachstum auf Glucose. Dieses Ergebnis bestätigt die Vermutung, dass die KDPGal-Aldolase 
die KDPG-Aldolase in der ∆kdpgA-Mutante funktionell ersetzt (Abbildung 32). Wie erwartet 






Abbildung 31 Southern Analyse zur Überprüfung der Gendeletion von kdpgA (HVO_0950) und kdpgalA 
(HVO_A0329) in H. volcanii. Aufgetragen wurde DNA aus dem Wildtyp (wt) und der Doppel-
Deletionsmutante (∆kdpgA ∆kdpgalA), die mit (A) NotI und EcoRV oder (B) NcoI und EcoRV  verdaut wurde. 
Anschließend wurde die DNA der Größe nach getrennt, auf eine Membran geblottet und mit Hilfe einer Sonde, 
die spezifisch an den 5‘- untranslatierten Bereich von (A) kdpgA oder (B) kdpgalA binden konnte, die Deletion 

























Abbildung 32 Wachstum der H. volcanii ∆kdpgA ∆kdpgalA Deletionsmutante auf 25 mM Glucose. 
Dargestellt ist das Wachstum der ∆kdpgA ∆kdpgalA Deletionsmutante (●) im Vergleich zum Wildtyp (■) Die 
Vorkulturen wurden in Medium mit 1 % Casaminosäuren angezogen. Das Wachstum wurde durch die Messung 
der optischen Dichte bei 600 nm analysiert. 
 
 
Die Ersetzbarkeit der KDPG-Aldolase durch die KDPGal-Aldolase wurde auch durch 
Transkriptionsanalysen gezeigt. Dazu wurde RNA aus Gl cose-gewachsenen Wildtyp-Zellen 
und aus der ∆kdpgA Deletionsmutante nach Wachstum auf Glucose isoliert. Mittels 
semiquantitativer RT-PCR wurde das Transkript von kdpgalA nachgewiesen. Dabei zeigte 








Deletionsmutante nach Wachstum auf Glucose (Abbildung 33). Die erhöhte Transkriptmenge 
in Gegenwart von Glucose ist überraschend, da k pgalA im Wildtyp nur durch Galactose 
spezifisch induziert wird (5.1.3). Dies deutet darauf hin, dass die Transkription von 
kdpgalA in der Mutante ∆kdpgA bei Wachstum auf Glucose dereguliert wird.  
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der transkriptionellen Regulation wurde eine 17-
fach erhöhte KDPGal-Aldolase Aktivität in Zellextrakten der ∆kdpgA Deletionsmutante 





Abbildung 33 Semiquantitative RT-PCR von kdpgalA mit RNA aus H. volcanii Wildtyp ( wt) und ∆kdpgA 
(∆kdpgA) nach Wachstum auf Glucose. Es wurde RNA aus Zellen verwendet, die auf Glucose (glc) als 
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle gewachsen waren. Das Transkript wurde mit Hilfe für kdpgalA 
spezifischen Primern mittels RT-PCR nachgewiesen. Als Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte 
ribosomoale Gen ribL nachgewiesen. 
 
 
Die Daten zeigen, dass die KDPG-Aldolase spezifisch die Umsetzung von KDPG katalysiert 
und KDPGal nicht mit effizienten Raten umsetzt. Die funktionelle Beteiligung der KDPG-
Aldolase am Glucose-Abbau wurde nachgewiesen. Außerdem wurde gezeigt, dass die KDPG-














5.4 GAP-Oxidation in Haloferax volcanii 
Während des Abbaus von Galactose über den DD-Weg und vo  Glucose über den spED-Weg 
in H. volcanii wird Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) als Intermediat gebildet. Die Enzyme 
der GAP-Oxidation in H. volcanii wurden bisher nicht untersucht. Im Genom von H. volcanii 
wurde ein Gencluster identifiziert, der Gene enthält, die für zwei hypothetische GAP-DHs 
(gapI und gapII) und eine PGK (pgk) kodieren (Abbildung 34). Microarrayanalysen deuten 
darauf hin, dass gapI am Katabolismus und gapII am Anabolismus beteiligt sein könnten 
(Zaigler et al. 2003).  
Um zu überprüfen, ob die hypothetischen Gene für funktionelle katabole bzw. anabole GAP-
DHs und eine Phosphoglyceratkinase kodieren, wurden in dieser Arbeit Transkriptanalysen 
durchgeführt, Deletionsmutanten konstruiert und deren Wachstum analysiert, sowie die 




Abbildung 34 Genomumgebung der Gene HVO_0478, HVO_0480 und HVO_0481. Die Gene HVO_0478, 
HVO_0479, HVO_0480 und HVO_0481 sind als Pfeile dargestellt. Sie kodieren für die putativen Enzyme 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (gapII und gapI), Phosphoglyceratkinase (pgk) und für ein 
hypothetisches Protein (hyp). Die Gene, die in dieser Arbeit untersucht wurden, wurden grau markiert. Der 


















Zunächst wurde die transkriptionelle Regulation der G ne gapI, gapII und pgk mit Northern 
Blot Analysen untersucht. Die Northern Blot Analysen zeigten in Übereinstimmung mit den 
Microarray-Daten, dass die Transkriptmenge von gapI in RNA aus Glucose-gewachsenen 
Zellen im Vergleich zu Casaminosäure-gewachsenen Zellen deutlich erhöht war (Abbildung 
35 A). Die Transkriptlänge von etwa 1125 nt entsprach der Genlänge von 1053 bp. 
Demgegenüber war die Transkriptmenge von gapII in RNA aus Casaminosäure-gewachsenen 
Zellen deutlich erhöht im Vergleich zu Glucose-gewachsenen Zellen (Abbildung 35 B). Das 
Transkript war 1007 nt lang, was in etwa mit der Länge des Gens von 1068 bp übereinstimmt. 
Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung der durch gapI kodierten GAP-DH am 
Katabolismus und der durch gapII kodierten GAP-DH am Anabolismus hin. Im Folgenden 
werden die Enzyme als katabole (gapI) bzw. anabole (gapII) GAP-DH bezeichnet. 
Die Transkriptionsanalyse von pgk, der für eine Phosphoglyceratkinase kodiert, zeigte 
vergleichbare Transkriptmengen in RNA aus Glucose- und Casaminosäure-gewachsenen 
Zellen, was für eine konstitutive Transkription des Gens und damit für eine Beteiligung im 
Katabolismus und im Anabolismus spricht (Abbildung 35 C).  
 
   
 
Abbildung 35 Transkriptionsanalyse der Gene gapI (A), gapII (B) und pgk (C) aus H. volcanii mittels 
Northern Blot. Es wurde RNA aus Zellen verwendet, die entweder auf Glucose (glc) oder Casaminosäuren (cas) 
als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle gewachsen waren. Das Transkript wurde mit Hilfe einer jeweils 


















5.4.2 Katabole GAP-DH 
Expression, Reinigung und biochemische Charakterisierung der rekombinanten 
katabolen GAP-DH. gapI wurde in H. volcanii homolog überexprimiert und das Protein bis 
zur apparenten Homogenität gereinigt. Das apparente Mol kulargewicht der Untereinheit 
wurde mittels SDS-PAGE auf 37 kDa bestimmt, was mit dem kalkulierten Molekulargewicht 
von 38,5 kDa (mit His-tag) übereinstimmt. Das native Molekulargewicht des Enzyms wurde 
mittels Gelfiltration auf 135 kDa bestimmt. Diese Ergebnisse deuten auf eine homo-tetramere 




Abbildung 36 Rekombinante katabole GAP-DH aus H. volcanii. SDS-PAGE nach Coomassie Brilliant Blau 
Färbung mit gereinigter GAP-DH, die N-terminal einen 6 x His-Tag aufweist. Die Pfeile auf der linken Seite 
zeigen auf die Banden der Markerproteine, der Pfeil r chts auf das gereinigte Enzym. Spur 1: 
Molekulargewichtsstandard; Spur 2: GAP-DH. 
 
 
Die katabole GAP-DH katalysierte die Phosphat-abhängige Umsetzung von GAP zu 1,3-
Bisphosphoglycerat mit NAD+ als Elektronenakzeptor. Die Abhängigkeit der Raten vo  den 
Substratkonzentrationen folgte einer Michaelis-Menten Kinetik mit einem Vmax-Wert von 
etwa 270 U/mg. Für Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) wurde ein Km- Wert von 1,22 mM 
bestimmt (Abbildung 37 A). Bei einer GAP-Konzentration von mehr als 5,5 mM wurde eine 
25%ige Inhibition des Enzyms gezeigt, die Inhibition lag mit 8 mM GAP bei 60 %. Der Km-
Wert für NAD+ betrug 0,47 mM (Abbildung 37 C). Der Km-Wert für Phosphat lag bei 
4,5 mM (Abbildung 37 B). Das Enzym zeigte keine Aktivität mit NADP+ (bis 5 mM), was 
dafür spricht, dass NAD+ der physiologische Elektronenakzeptor ist. Glycerinaldehyd (bis 50 












Das pH-Optimum des Enzyms lag zwischen pH 8 und pH 9. Bei pH 7 bzw. pH 10 wurden 
noch 13 % bzw. 60 % der Aktivität nachgewiesen. Maxim le Enzymaktivitäten wurden bei 
2 M KCl gezeigt, bei 0,5 und 4 M KCl betrug die Aktivität noch 50 %.  
 







































































































Abbildung 37 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der rekombinanten katabolen GAP-DH (gapI) 
aus H. volcanii von den Konzentrationen von GAP (A), Phosphat (B) und NAD+ (C) bei 42 °C. In den 









Tabelle 13 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten katabolen GAP-DH aus 
H. volcanii. Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 42 °C. 
Parameter   katabole GAP-DH 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa)    135 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa)1   40,5 
Kalkulierte molekulare Masse der Untereinheit (kDa)2   38,5  
Oligomere Struktur   α4 
Apparenter Vmax (U/mg)  GAP 271 






1 Bestimmung über SDS-PAGE 
2 HVO_0481 (www.halolex.mpg.de); mit His-tag 
 
 
Deletion und Komplementation. Um die funktionelle Beteiligung der katabolen GAP-DH 
am Abbau verschiedener Zucker zu überprüfen, wurde das Gen chromosomal deletiert und 
das Wachstum der Mutante auf verschiedenen Kohlenstoffquellen untersucht. Southern Blot 




Abbildung 38 Southern Blot zur Überprüfung der Gendeletion von gapI in H. volcanii. Aufgetragen wurde 
DNA aus dem Wildtyp (wt) und der Deletionsmutante (∆gapI), die mit EcoRV und BspHI verdaut wurde. 
Anschließend wurde die DNA auf eine Membran geblottet und mit Hilfe einer Sonde, die komplementär zum 3‘- 
untranslatierten Bereich von gapI war, die Deletion nachgewiesen. Der Unterschied in der Bandenhöhe 










Das Wachstum der Deletionsmutante wurde mit verschiedenen Kohlenstoffquellen getestet. 
Die Deletionsmutante wuchs nicht mehr auf Glucose. Eine in-trans Komplementation mit 
HVO_0481 konnte das Wachstum auf Glucose wiederherstellen (Abbildung 39 A). Ebenso 
wuchs die Mutante nicht mehr auf Galactose und Fructose (Abbildung 39 B und C). Dagegen 
war das Wachstum auf Acetat (Abbildung 39 D) und Casaminosäuren (nicht gezeigt) im 
Vergleich zum Wildtyp nicht verändert.  
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Zeit (h)  
Abbildung 39 Wachstum der H. volcanii ∆HVO_0481 Deletionsmutante auf 25 mM Glucose (A), Fructose 
(B), Galactose (C) oder 40 mM Acetat (D). Dargestellt ist das Wachstum der Deletionsmutante (●) im 
Vergleich zum Wildtyp (■) und der mit HVO_0481 komplementierten Deletionsmutante (A, ▲). Die 
Vorkulturen wurden in Medium mit 1 % Casaminosäuren angezogen. Das Wachstum wurde durch die Messung 
der optischen Dichte bei 600 nm analysiert. 
 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass gapI für eine katabole GAP-DH kodiert, die essentiell am Abbau 
von Glucose, Galactose und Fructose beteiligt ist. Dies ist der erste funktionelle Nachweis 
einer katabolen GAP-DH im Zuckerstoffwechsel von Archaea.  
A B  
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5.4.3 Anabole GAP-DH 
Expression, Reinigung und biochemische Charakterisierung der rekombinanten 
anabolen GAP-DH. gapII wurde in H. volcanii überexprimiert und das rekombinante Protein 
mittels Nickel-Affinitätschromatographie und Gelfiltration bis zur apparenten Homogenität 
gereinigt. Das apparente Molekulargewicht der Untereinheit wurde in der SDS-PAGE 
bestimmt und lag bei 46 kDa. Das kalkulierte Molekuargewicht der anabolen GAP-DH 
beträgt 39 kDa (mit His-Tag). Das native Molekulargewicht des Enzyms von 81,2 kDa wurde 




Abbildung 40 Rekombinante anabole GAP-DH aus H. volcanii. SDS-PAGE nach Coomassie Brilliant Blau 
Färbung mit gereinigter GAP-DH, die N-terminal einen 6 x His-Tag aufweist. Die Pfeile auf der linken Seite 
zeigen auf die Banden der Markerproteine, der Pfeil rechts auf die gereinigte PGK. Spur 1: 
Molekulargewichtsstandard; Spur 2: GAP-DH nach Gelfiltration (Superdex). 
 
 
Das Enzym katalysierte die NADPH- bzw. NADH- abhängige Umsetzung von 1,3-
Bisphosphoglycerat zu GAP und Phosphat. Für NADPH betrug der apparente Km-Wert 
0,13 mM, der Vmax-Wert wurde mit 1,1 U/mg bestimmt (Abbildung 41 A). Für NADH wurde 
ein apparenter Km-Wert von 0,5 mM und ein Vmax-Wert von 0,067 U/mg gemessen 
(Abbildung 41 B). Die katalytische Effizienz des Enzyms für NADPH (5,38 s-1 mM-1) war 
damit 63-fach höher als für NADH, was NADPH als physiologischen Elektronendonor der 
Reaktion ausweist. Eine Aktivität in Richtung der GAP-Oxidation konnte nicht gezeigt 
werden. Das pH-Optimum des Enzyms wurde bei pH 8 bestimmt, mit 17 bzw. 58 % Aktivität 
bei pH 6 bzw. pH 8,5. Die maximale Geschwindigkeit rreichte das Enzym bei KCl-








































      

































Abbildung 41 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der anabolen GAP-DH aus H. volcanii von der 
Konzentration an NADPH (A) oder NADH (B) bei 42 °C. In den Einschüben sind die doppelt reziproken 
Auftragungen nach Lineweaver-Burk dargestellt.  
 
 
Tabelle 14 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten anabolen GAP-DH aus 
H. volcanii. Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 42 °C. 
Parameter  anabole GAP-DH 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa)   81,2 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa)1  46 
Kalkulierte molekulare Masse der Untereinheit (kDa)2  39 
oligomere Struktur  α2 
Apparenter Vmax (U/mg)                                            
 
NADPH                                                                             
NADH    
1,1
0,067 
Apparenter Km (mM)                                               
 





-1s-1)                                                  
 




1 Bestimmung über SDS-PAGE 












Konditional letale Mutante. Um die gluconeogenetische Funktion der anabolen GAP-DH zu 
untersuchen, wurde eine konditional letale Mutante von gapII hergestellt. Bei dieser Methode 
wurde das Wildtyp-Gen im Chromosom unter die Kontrolle eines künstlich induzierbaren 
Promotors gestellt. Die so hergestellte Mutante wurde mittels Southern Blot überprüft 
(Abbildung 42). Der Promotor konnte mit Tryptophan künstlich induziert werden, und es 
wurden Wachstumsexperimente mit verschiedenen Kohlenstoffquellen in Medium mit und 




Abbildung 42 Southern Blot zur Überprüfung der konditional letalen Mutante von gapII in H. volcanii. 
Aufgetragen wurde DNA aus dem Wildtyp (wt) und der konditional letalen Mutante (kondgapII), die mit NotI 
und BspHI verdaut wurde. Anschließend wurde die DNA auf eine Membran geblottet und mit Hilfe einer Sonde, 
die komplementär zum 5‘-Bereich von gapII war, die konditional letale Mutation nachgewiesen. I  der 
genomischen DNA der konditional letalen Mutante, bei der der Vektor ins Genom integriert war, wurden zwei 
spezifische Banden nachgewiesen, da eins der Restriktionsenzyme innerhalb der Vektorsequenz schnitt. 
 
 
Das Wachstum der Mutante war ohne Zugabe von Tryptophan auf Casaminosäuren deutlich 
verlangsamt im Vergleich zum Wachstum mit Tryptophan (Abbildung 43 A). Mit Tryptophan 
wuchs der Stamm bis zu einer OD600 von 5, ohne Tryptophan nur bis zu einer OD600 von 4. 
Die Verdopplungszeit verdreifachte sich von 5,2 h auf 13,9 h. Bei Wachstum auf Acetat, 
einem Substrat, dass wie Casaminosäuren gluconeogentische Reaktionen vorraussetzt, 
wuchs die Mutante ohne Zugabe von Tryptophan nur bis zu einer OD600 von 1. Mit 
Tryptophan wuchs der Stamm hingegen bis zu einer OD600 von 1,6. Die Verdopplungszeit bei 
Wachstum auf Acetat mit Zugabe von Tryptophan betrug 14,5 h, ohne Tryptophan 







sich durch das Weglassen von Tryptophan nicht. Diese Ergebnisse sprechen für eine 
Beteiligung der anabolen GAP-DH ausschließlich an der Gluconeogenese.  














































Abbildung 43 Wachstum der konditional letalen Mutante von gapII in H. volcanii auf 1 % 
Casaminosäuren (A), 40 mM Acetat (B) oder 25 mM Glucose (C). Dargestellt ist das Wachstum der 
konditional letalen Mutante von gapII bei Wachstum mit und ohne 200 µM Tryptophan im Medium. Die 
Vorkulturen wurden in Medium mit 1 % Casaminosäuren mit Tryptophan angezogen. Das Wachstum wurde 



































Expression, Reinigung und Charakterisierung der rekombinanten PGK. Das Gen pgk 
wurde in H. volcanii homolog überexprimiert und das rekombinante Protein mittels Nickel-
Affinitätschromatographie und Gelfiltration bis zur apparenten Homogenität gereinigt. Das 
apparente Molekulargewicht der Untereinheit wurde üb r SDS-PAGE bestimmt und lag bei 
47,5 kDa, was mit dem kalkulierten Molekulargewicht von 44,5 kDa (mit His-tag) 
übereinstimmt. Das apparente Molekulargewicht des Enzyms von 42,2 kDa wurde mittels 
Größenausschluss-chromatographie bestimmt, was dafür spricht, dass das Enzym in einer 




Abbildung 44 Rekombinante Phosphoglyceratkinase aus H. volcanii. SDS-PAGE nach Coomassie Brilliant 
Blau Färbung mit gereinigter PGK, die N-terminal einen 6 x His-Tag aufweist. Die Pfeile auf der linken Seite 
zeigen auf die Banden der Markerproteine, der Pfeil rechts auf die PGK. Spur 1: Molekulargewichtsstandard; 
Spur 2: PGK. 
 
 
Die Aktivität der Phosphoglyceratkinase (PGK) wurde als ATP-abhängige Phosphorylierung 
von 3-Phosphoglycerat (3-PG) zu 1,3-Bisphosphoglycerat und ADP gemessen. Die 
apparenten Km- Werte für 3-Phosphoglycerat und ATP betrugen 1,63 mM und 0,26 mM 
(Abbildung 45). Der apparente Vmax-Wert lag bei 272 U/mg (Tabelle 15). Das Enzym war 
abhängig von zweiwertigen Kationen. Die Zugabe von EDTA (4 mM) führte zur 
vollständigen Inhibition der Aktivität. Durch Zugabe von MgCl2 (6 mM) wurde die 
Enzymaktivität wieder hergestellt. Die höchste Aktivität der Phosphoglyceratkinase wurde 
mit Mg2+ (100 %) nachgewiesen, das effektiv durch Co2+ (70,5 %), Mn2+ (63,4 %) und Ca2+ 
(51,8 %) ersetzt werden konnte. Mit Ni2+ wurden 11,5 % und mit Zn2+ 1,3 % der Aktivität 












Die Phosphoglyceratkinase Aktivität zeigte ein breites Optimum zwischen 1 und 2,5 M KCl, 
ohne KCl konnten noch 26 % und bei 4 M noch 50 % der Aktivität nachgewiesen werden. 
Das Enzym zeigte ein breites pH-Optimum zwischen pH 7 und pH 9, bei pH 6 bzw. pH 10,5 
wurden 73 % bzw. 69 % der Aktivität nachgewiesen. 
 


































































Abbildung 45 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der rekombinanten PGK aus H. volcanii von 
der Konzentration von 3-Phosphoglycerat (A) und ATP (B) bei 42 °C. In den Einschüben sind die doppelt 
reziproken Auftragungen nach Lineweaver-Burk dargestellt.  
 
 
Tabelle 15 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten PGK aus H. volcanii. Die 
Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 42 °C. 
Parameter   PGK 
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa)    42,2 
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa)1   47,5 
Kalkulierte molekulare Masse der Untereinheit (kDa)2   44,5 
oligomere Struktur   α 
Apparenter Vmax (U/mg)                                               271,7 




1 Bestimmung über SDS-PAGE 










Bisherige Genomanalysen weisen darauf hin, dass Haloferax volcanii Galactose über den 
DeLey-Doudoroff-Weg abbaut. Die Enzyme und kodierenden Gene für den Transport und 
Abbau von Galactose wurden in H. volcanii bisher nicht untersucht. In einem weiteren 
halophilen Archaeon, Halorhabdus utahensis, wurde durch Genomanalysen ein Leloir-Weg 
für den Galactose-Abbau postuliert, die Gene und Enzyme dieses Abbauwegs wurden bisher 
ebenfalls nicht untersucht. In H. volcanii wurde für den Abbau von Glucose ein 
semiphosphorylierter Entner-Doudoroff-Weg vorgeschlagen, das Schlüsselenzym, die KDPG-
Aldolase, wurde bisher nicht umfassend charakterisiert. Des Weiteren wurde die GAP-
Oxidation in halophilen Archaea kaum untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurden 
folgende Ergebnisse erzielt. 
1) Die Beteiligung eines Galactose-spezifischen ABC-Transporters am Transport von 
Galactose wurde gezeigt. Weiterhin wurde die Beteiligung der Enzyme Galactose-
Dehydrogenase (GalDH), Galactonat-Dehydratase (GalAD) und KDPGal-Aldolase 
(KDPGalA) am Abbau von Galactose über den DeLey-Doudoroff-Weg in H. volcanii 
nachgewiesen und eine Galactose-spezifische transkriptionelle Induktion dieser Gene 
gezeigt.  
2) Erste Untersuchungen mit einem putativen Transkriptionsregulator DdcR deuten auf eine 
transkriptionelle Aktivierung der Gene des Galactose-Abbaus durch DdcR hin.  
3) Die annotierte Galactokinase aus H. utahensis wurde als katalytisch aktive Galactokinase 
charakterisiert.  
4) Das Schlüsselenzym des Glucose-Abbaus über den semi-phosphorylierten ED-Weg, die 
KDPG-Aldolase aus H. volcanii, wurde charakterisiert und die Rolle im Glucose-Abbau 
analysiert.  
5) Die Enzyme der GAP-Oxidation zu 3-Phosphoglycerat aus H. volcanii wurden untersucht 
und es konnte der erste funktionelle Nachweis einer katabolen GAP-DH in der Domäne 
der Archaea erbracht werden. Außerdem wurden eine Phosphoglyceratkinase und eine 








6.1 D-Galactose-Abbau in Haloferax volcanii 
Ausgehend von Genominformationen (Anderson et al. 2011) wurden die Gene und Enzyme 
aus H. volcanii, die am Transport und Abbau von Galactose beteiligt sind, charakterisiert und 
identifiziert. Dazu wurden Aktivitätsmessungen in Zellextrakten, Transkriptionsanalysen und 
Wachstumsversuche mit Deletionsmutanten durchgeführt und die beteiligten Enzyme 
charakterisiert (Abbildung 46). Die Daten deuten darauf hin, dass Galactose zunächst über 
einen ABC-Transporter in die Zelle aufgenommen und a schließend durch die Enzyme des 
DD-Wegs zu Pyruvat und GAP umgesetzt wird. Dabei wird Galactose zunächst von der 
Galactose-Dehydrogenase zu Galactonat oxidiert, welches dann unter Wasserabspaltung von 
der Galactonat-Dehydratase zu KDGal umgewandelt wird. KDGal wird von der KDGal-
Kinase zu KDPGal phosphoryliert, welches von der KDPGal-Aldolase in GAP und Pyruvat 
gespalten wird. Außerdem wurde nachgewiesen, dass ein Transkriptionsregulator als 
Aktivator auf die Transkription von galAD, dem Gen der Galactonat-Dehydratase, wirkt.  
Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zu den einzelnen 
Proteinen des Galactose-Transports und -Abbaus diskutiert. Dabei werden die Proteine des 
Galactose-Abbaus aus H. volcanii mit beschriebenen Enzymen des Galactose-Abbaus aus 
Bacteria und Eukarya und des Glucose/Galactose-Abbaus aus Archaea verglichen. Durch 







Abbildung 46 Genomumgebung der Gene des D-Galactose-Abbaus (A) und schematische Darstellung des 
Galactose Transports und Abbaus über den DeLey-Doudoroff-Weg (B) in H. volcanii. (A) Die offenen 
Leserahmen (ORFs) sind als Pfeile dargestellt. Die Gene kodieren für die Proteine KDGal-Kinase (kdgalK), 
KDPGal-Aldolase (kdpgalA), Galactose-Dehydrogenase (galDH), Galactonat-Dehydratase (galAD) und einen 
putativen Transkriptionsregulator (ddcR), sowie die Gene eines ABC-Transporters: Ein ATP-Bindeprotein 
(HVO_A0336), zwei Permeasen (HVO_A0337 (P1) und HVO_A0338 (P2)) und das Substrat-Bindeprotein 
(galBP). Die Gene, deren Funktionen nachgewiesen wurden, wurden farbig markiert. Der Maßstab entspricht 
einer Länge von 1000 bp. (B) Schematisch gezeigt wird die Aufnahme von Galactose über einen ABC-
Transporter und die Oxidation von Galactose zu Pyruvat und GAP über die Enzyme des DeLey-Doudoroff-
Wegs. Die Farben der untersuchten Proteine entsprechen denen der in (A) dargestellten Gene. Verwendete 
Abkürzungen: GalBP, Galactose-Bindeprotein; CM, Cytoplasmamembran; P, Permease; A, ATPase; KDGal, 2-
Keto-3-Desoxygalactonat; KDPGal, 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogalactonat; GAP, Glycerinaldehyd-3-Phosphat. 
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Gen des Substratbindeproteins eines ABC-
Transporters bei Wachstum auf Galactose transkribiert wird. Eine Deletionsmutante des 
Substratbindeproteins zeigte auf Galactose ein deutlich verlangsamtes Wachstum im 
Vergleich zum Wildtyp. Das Wachstum auf Glucose warnicht beeinflusst. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass das Galactose-Bindeprotein und der entsprechende ABC-Transporter 
am Transport von Galactose beteiligt sind. Die Tatsache, dass das Wachstum der 
Deletionsmutante nur teilweise eingeschränkt war, deutet darauf hin, dass der Transport von 
Galactose in der Deletionsmutante auch durch andere Transporter katalysiert werden kann. 
ABC-Transporter sind aus zwei membranintegralen Permeasen, zwei cytoplasmatischen 
ATPasen und einem extrazellulären Substratbindeprotin aufgebaut. Transportproteine 
werden im Allgemeinen über die Transmembranproteine klassifiziert (Zheng et al. 2013). 
Über Blast Analysen in der Transporter Classification Database wurden die Permeasen des 
Galactose-ABC-Transporters der Peptide/Opine/Nickel Uptake Transporter (PepT) Familie 
(TC 3.A.1.5) zugeordnet, zu der z. B. Oligopeptid-Transporter wie der Glutathion-Transporter 
aus E. coli gehören (Suzuki et al. 2005). Zu der PepT Familie gehören auch archaeelle 
Disaccharid- Transporter aus P. furiosus und S. solfataricus (Elferink et al. 2001; Koning et 
al. 2001).  
Im Gegensatz zu dem Galactose-Transporter aus H. volcanii werden die beiden bisher in 
Archaea bekannten Monosaccharid-Transporter für Glucose bzw. Arabinose aus dem 
Crenarchaeoten S. solfataricus in die Carbohydrate Uptake Transporter 1 (CUT-1) Familie 
eingeordnet. Beide Substratbindeproteine aus S. solfataricus zeigten ein breites 
Substratspektrum, wobei das Glucose-Bindeprotein auch Galactose binden konnte (Albers et 
al. 1999; Elferink et al. 2001). In S. solfataricus wurde außerdem gezeigt, dass das Glucose 
Bindeprotein konstitutiv exprimiert wird (Lubelska et al. 2006). So könnten auch in 
H. volcanii bei Wachstum auf Galactose andere Transporter exprimiert werden, die den 
Galactose-Transport teilweise übernehmen.  
Extrazelluläre Proteine aus halophilen Archaea werden oftmals über das TAT-System aus der 
Zelle transportiert (Storf et al. 2010). Dabei werden die Proteine, im Gegensatz zum 
klassischen Sec-vermittelten Transport, der in Bacteria weiter verbreitet ist, im gefalteten 
Zustand über die Membran transportiert (Robinson und Bolhuis 2004). Eine Nutzung des 
TAT-Systems hat in einem salzhaltigen Milieu den Vorteil, dass die an hohe 
Salzkonzentrationen angepassten Proteine durch einekorrekte intrazelluläre Faltung 




al. 2004; Rose et al. 2002). Mittels Aminosäure-Sequenzanalysen wurde eine N-terminale 
Signalsequenz für eine Twin-Arginin-Translokation (TAT) im Galactose-Bindeprotein aus 
H. volcanii nachgewiesen. In der Aminosäuresequenz wurden ein für das TAT-
Transportsystem typisches Twin-Arginin-Sequenzmotiv (D-R-R-T-F-L), sowie ein typischer 
hydrophober Bereich nachgewiesen. In dem hydrophoben Bereich befindet sich außerdem 
eine Lipobox (L-A-G-C) mit einem konservierten Cystein (Abbildung 47). Dieses 
konservierte Cystein wird vor dem Abschneiden der Signalsequenz mit einem Lipid-Anker 
gekoppelt, der vermutlich für die Verankerung des Bindeproteins in der Membran 





Abbildung 47 Schematische Darstellung des Galactose-Bindeproteins mit N-terminalen Sequenzmotiven. 
Dargestellt ist GalBP schematisch als Pfeil mit dem Twin-Arginin-Motiv (TAT-Motiv, dunkelblau) und der 
Lipobox (hellblau) mit dem konservierten Cystein (▼). Der hydrophobe Bereich 
(TFLGAAATTGAAALAGCTGGGS) wurde mit einer Klammer gek nnzeichnet. Die konservierten 





















Enzymmessungen in Zellextrakten und Transkriptanalysen haben ergeben, dass die 
Galactose-Dehydrogenase (GalDH) aus H. volcanii bei Wachstum auf Galactose im Vergleich 
zu Glucose spezifisch induziert wird. Eine Deletionsmutante der Galactose-Dehydrogenase 
wuchs nicht mehr auf Galactose, das Wachstum auf Glcose war nicht verändert. Diese 
Ergebnisse zeigen eine essentielle Beteiligung der GalDH am Abbau von Galactose in 
H. volcanii.  
Die gereinigte homo-dimere Galactose-Dehydrogenase (76 kDa) zeigte eine 230-fach höhere 
katalytische Effizienz für den Cofaktor NADP+ als für NAD+, was NADP+ als 
physiologischen Elektronenakzeptor ausweist. Das Enzym setzte mit etwa gleichen 
katalytischen Effizienzen D-Galactose und L-Arabinose um, D-Glucose wurde kaum 
umgesetzt (Tabelle 16). Bisher wurden Galactose-Dehydrogenasen des DeLey-Doudoroff-
Wegs aus den Bacteria Pseudomonas fluorescens, Pelomonas saccharophila und Azotobacter 
vinelandii genauer untersucht (Tabelle 16) (Blachnitzky et al. 1974; Wengenmayer et al. 
1973; Wong und Yao 1994). Diese Galactose-Dehydrogenasen setzten, wie die GalDH aus 
H. volcanii, Galactose um, nicht jedoch Glucose. Außerdem zeigten sie mehrheitlich ebenfalls 
eine Bevorzugung für NADP+ (Tabelle 16). 
Die Galactose-Dehydrogenase aus H. volcanii wurde durch eine Conserved Domain Search 
(Marchler-Bauer et al. 2015) in die GFO/IDH/MocA-Familie eingeordnet, zu der auch die 
Galactose-Dehydrogenase aus P. fluorescens gehört (Blachnitzky et al. 1974; Sperka et al. 
1989). In einem multiplen Aminosäure-Sequenzalignmet wurde die Galactose-
Dehydrogenase mit der charakterisierten D-Galactose-Dehydrogenase aus P. fluorescens, 
sowie der Glucose-Fructose-Oxidoreductase (GFOR) aus Z. mobilis verglichen (Abbildung 
48). Die GFOR aus Z. mobilis gehört ebenfalls zur GFO/IDH/MocA-Familie (Wiegert t al. 
1997). Ein für diese Proteinfamilie typisches Konsensusmotiv (AGKHVxCEKP) wurde mit 
leichten Abweichungen auch in der halophilen GalDH nachgewiesen (Wiegert et al. 1997). 
Mit Hilfe der Struktur der GFOR aus Z. mobilis und einer vorhergesagten Sekundärstruktur 
der GalDH aus H. volcanii wurde außerdem ein β-α-β-Strukturmotiv in der N-terminalen 
Region nachgewiesen. Dieses weist auf eine typische Dinucleotid-Bindestelle (Rossmann 








Tabelle 16 Molekulare und katalytische Eigenschaften archaeeller und bakterieller Galactose- und 
Glucose-Dehydrogenasen im Vergleich. Galactose-Dehydrogenasen aus Haloferax volcanii (Hvo, 
HVO_A0330), Pseudomonas fluorescens (Pfl, gi:120937, Blachnitzky et al. 1974); Pelomonas saccharophila 
(Psa, gi: ---, Wengenmayer et al. 1973), Azotobacter vinelandii (Avi, gi: ---, Wong and Yao 1994); 
Glucose/Galactose-Dehydrogenasen aus Thermoplasma acidophilum (Tac, gi:11467946 Smith et al. 1989), 
Sulfolobus solfataricus (Sso, gi:15899711, Lamble et al. 2003) und Picrophilus torridus (Pto, gi:48430790, 
Angelov et al. 2005). n.b. = nicht bestimmt. 
 GalDH Glc/GalDH 
Organismus Hvo Pfl Psa Avi Tac Sso Pto 
Familie GFO GFO n.b. n.b. MDR MDR MDR 
Natives Enzym  76 64 103 74 155 160 160 
Untereinheit  39,6 32 25 n.b. 38 41 41 
Oligomere Struktur α2 α2 α4 n.b. α4 α4 α4 

























Für thermoacidophile Archaea wurde postuliert, dass Galactose, wie Glucose, über die 
Enzyme des semiphosphorylierten ED-Wegs abgebaut wird. Die bisher charakterisierten 
Glucose/Galactose-Dehydrogenasen der modifizierten ED-Wege aus Archaea gehören zu der 
medium chain Dehydrogenase/Reductase (MDR)-Familie (Angelov et al. 2005; Lamble et al. 
2003; Smith et al. 1989). Sie setzen neben Glucose auch Galactose um und unterscheiden sich 
damit von der GalDH aus H. volcanii und den bisher aus Bacteria bekannten Galactose-
Dehydrogenasen, die Galactose aber nicht Glucose umtzen (Tabelle 16).  
Außerdem wurde mittlerweile die Glucose-Dehydrogenas  des spED-Wegs aus H. volcanii 
identifiziert. Sie setzte spezifisch Glucose um, Galactose wurde nicht umgesetzt (AG 






Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass die charakterisierte GalDH essentiell am 
Abbau von D-Galactose über den DD-Weg beteiligt ist. Dies ist der erste funktionelle 




Abbildung 48 Aminosäure-Sequenz-Alignment der Galactose-Dehydrogenase aus H. volcanii mit 
charakterisierten Dehydrogenasen der GFO/IDH/MocA-Familie. Das Alignment wurde mit ClustalX 
durchgeführt (Larkin, 2007), die Darstellung von Alignment und Sekundärstrukturen erfolgte mittels ESPript3.0 
(http://espript.ibcp.fr; Robert and Gouet 2014). Identische Aminosäuren sind rot hinterlegt. Die Sekundärstruktur 
der Galactose-Dehydrogenase aus H. volcanii wurde mit Psipred vorhergesagt (Buchan et al. 2013; Jones 1999) 
und über dem Alignment dargestellt. Die Sekundärstruktur der GFOR aus Z. mobilis ist unter dem Alignment 
dargestellt (Nurizzo et al. 2001). Die Dinucleotid-Bindestelle (Rossmann-Motiv) und das konservierte EKP-
Motiv wurden mit einer Box umrahmt. Verwendete Sequenzen aus Haloferax volcanii (Hvogaldh, 
HVO_A0330), Pseudomonas fluorescens (Pflgaldh, gi120937) und Zymomonas mobilis (Zmobgfor, gi17942853, 












Durch Enzymmessungen in Zellextrakten und Transkriptionsanalysen wurde eine Galactose-
spezifische Induktion der Galactonat-Dehydratase (GalAD) im Vergleich zu Glucose gezeigt. 
Eine galAD Deletionsmutante wuchs nicht mehr auf Galactose, das W chstum auf Glucose 
war nicht verändert. Damit wurde eine essentielle Beteiligung der Galactonat-Dehydratase am 
Galactose-Abbau in H. volcanii nachgewiesen. 
Das gereinigte homo-oktamere Enzym setzte D-Galacton t um und die Aktivität war 
abhängig von zweiwertigen Kationen. Mit D-Gluconat wurde keine Aktivität nachgewiesen. 
Damit zeigte die GalAD ähnliche biochemische Eigenschaften wie die schon charakterisierten 
Galactonat-Dehydratasen aus E. coli, Mycobacterium butyricum und dem filamentösen Pilz 
Aspergillus niger (Deacon and Cooper 1977; Elshafei et al. 1995; Szumilo 1981b). Alle bisher 
genannten Galactonat-Dehydratasen zeigten eine hohe Spezifität für D-Galactonat. D-
Gluconat wurde nicht umgesetzt (Babbitt et al. 1995; Motter et al. 2014; Szumilo 1981b). Die 
GalAD aus H. volcanii weist eine hohe Aminosäuresequenz-Identität zu den Galactonat-
Dehydratasen aus E. coli (57 %) und A. niger (48 %) auf.  
Im Gegensatz zu den Galactonat-Dehydratasen aus H. volcanii, Bacteria und Eukarya setzte 
die aus H. volcanii charakterisierte Gluconat-Dehydratase (GlcAD) spezifisch D-Gluconat um 
(Sutter, 2010). Die aus den thermoacidophilen Archaea S. solfataricus und P. torridus 
bekannten Gluconat/Galactonat-Dehydratasen (Glc/GalAD) der modifizierten ED-Wege 
setzten hingegen sowohl Gluconat als auch Galactonat um (Lamble et al. 2004; Reher et al. 
2010). Zu der GlcAD aus H. volcanii und zu den Glc/GalADs aus thermoacidophilen Archaea 
wies die GalAD aus H. volcanii nur 25-30 % Sequenzidentität auf.  
Aminosäuresequenzanalysen der GalAD aus H. volcanii zeigten zwei konservierte 
Sequenzmotive, MR_MLE_1 (PS00908) und MR_MLE_2 (PS00909), durch weitere 
Sequenzvergleiche wurde die GalAD innerhalb der Enolase-Superfamilie der MR-like 
Subfamilie zugeordnet (http://prosite.expasy.org). Die Enolase-Superfamilie besteht neben 
der MR-like Subfamilie aus drei weiteren Subfamilien, der Enolase-like, MAL-like (3-
Methylaspartate ammonia lyase) und MLE-like- (muconate lactonizing enzyme) Subfamilie. 
Die Mitglieder der Enolase-Superfamilie weisen den gleichen Reaktionsmechanismus der 
Dehydratisierung auf, dabei wird zunächst die Abspaltung eines α-Protons von einem 
Carboxylat-Anion katalysiert, wodurch ein durch eind valentes Kation stabilisiertes Enol als 
Intermediat gebildet wird (Gerlt et al. 2005; Wichelecki et al. 2014). Die bisher genannten 
Zuckersäure-Dehydratasen aus Bacteria, Archaea und Eukarya gehören alle zur MR-like 




In einem Aminosäure-Sequenzalignment wurde die Galacton t-Dehydratase aus H. volcanii 
mit charakterisierten Galactonat- oder Gluconat/Galactonat-Dehydratasen verglichen 
(Abbildung 49). Die bakteriellen Galactonat-Dehydratasen bilden innerhalb der MR-like 
Subfamilie eine eigene Untergruppe, die ein Lys-X-Asp Motiv aufweisen, welches auch in 
der GalAD aus H. volcanii vorhanden ist (Babbitt et al. 1996; Gerlt et al. 2005; Wieczorek et 
al. 1999). In den Glc/GalADs aus thermoacidophilen Archaea ist dieses Lys-X-Asp Motiv 
hingegen nicht vorhanden. 
Mit den erzielten Ergebnissen wurde gezeigt, dass die GalAD aus H. volcanii, wie die aus 
Bacteria und Eukarya bekannten Galactonat-Dehydratasen, spezifisch Galactonat umsetzt. 
Die Galactonat-Dehydratase aus H. volcanii ist essentiell an der Umsetzung von Galactose 




Abbildung 49 Aminosäuresequenz-Alignment der Galactonat-Dehydratase aus H. volcanii mit 
Galactonat-Dehydratasen aus Bacteria und Eukarya, sowie mit Gluconat/Galactonat- Dehydratasen aus 
Archaea. Das Alignment wurde mit ClustalX erstellt (Larkin et al. 2007). Identische Aminosäuren sind schwarz 
hinterlegt. Rot umrandet sind die Konsensusmotive MR_ LE_1 (PS00908) bzw. MR_MLE_2 (bzw. PS00909). 
Konservierte Reste, die an der Bindung des divalenten Kations beteiligt sind (♦) (Babbitt et al. 1996) und das 
Lys-X-Asp- Motiv, welches spezifisch in Galactonat-Dehydratasen aus Bacteria und Eukarya gefunden wird (▼) 
wurden über dem Alignment gekennzeichnet (Babbitt et al. 1996). Verwendete Sequenzen von Galactonat-
Dehydratasen: Escherichia coli (EcoGalAD, gi|49176390), Haloferax volcanii (HvoGalAD, HVO_A0331); 
Aspergillus niger (AniGalAD gi|350630697); Gluconat/Galactonat-Dehydratasen: Sulfolobus solfataricus 
(SsoGlc/GalAD, gi|13816633) und Picrophilus torridus (PtoGlc/GalAD, gi|74567983).  
 
 
EcoGalAD 1 -MKITKITTYRLPPR----------WMFLKIETDEGVVGWGEPVIEGRARTVEAAVHELGD-YLIGQDPSRINDLWQVMYRAGFYRG-GP 77
HvoGalAD 1 MSKITEYELFEVPPR----------WLFLKLETTDGVVGWGEPVVEGRAHSVRAAVEELMDNYVLGTDPAAIEDHWQAMYRGGFYRG-GP 79
AniGalAD 1 MVKIKSIEYFRVPPR----------WLFVKIVDEDGQCGWGESTLEGHTEAVEGTLNALCK-RFQGYEADDIEHIWQMAWRLGFYRG-GP 78
SsoGlc/GalAD 1 -MRIREIEPIVLTSKEKGSATWASIMIVTRVITENGEVGYGEAVPTLRVISVYNAIKQVSK-AYIGKEVEEVEKNYHEWYKQDFYLARSF 88
PtoGlc/GalAD 1 METIKSVDIYELGSPGEKSSPWSSTILIVKLTSSNGNIGYGEAPTTFMTLPVKESMREVER-VFKDQNYFNIEKNMREFYKHSFYLSRSM 89
EcoGalAD 78 ILMSAIAGIDQALWDIKGKVLNAPVWQLMGGLVRDKIKAYS---WVGGDRPADVIDGIKTLREIGFDTFKLNGCEELGLIDNSRAVDAAV 164
HvoGalAD 80 VLMSAIAGIDQALWDIKGKHFGAPVHELLGGATRDRMRVYQ---WIGGDRPSEVAEQAELKVEAGLTAVKMNATAELERIDTPASVQAAV 166
AniGalAD 79 VFMSAISGIDIALWDLKGRRLGVPIYQLLGGKVRNKLSVYA---WIGGDRPSDVEAAGKARLAQGFKAIKMNATEDINWLDSPRALDSSV 165
SsoGlc/GalAD 89 ESATAVSAIDIASWDIIGKELGAPIHKLLGGKTRDRVPVYANGWYQDCVTPEEFAEKAKDVVKMGYKALKFDPFGPYYDWIDERGLREAE 178
PtoGlc/GalAD 90 EATSALSAFEIASWDLIGKDLGTPVYNLLGGEYNSELRAYANGWYSDCLEPDDFVSRAKEYIKKGYTAFKFDPFRNNFDRIGNDGIKKAV 179
EcoGalAD 165 NTVAQIREAFGNQIEFGLDFHGRVSAPMAKVLIKELEPYRPLFIEEPVLAEQAEYYPKLAAQTHIPLAAGERMFSRFDFKRVLEAGGISI 254
HvoGalAD 167 NRLEEVREAVGPEIDIGVDFHGRVSKPMAKRLAKALEPYEPMFIEEPVLPEHNDVLPEIAQHTTIPIATGERMYSRWDFKQVFENGAVDL 256
AniGalAD 166 ERLKTV-KALG--LDAALDFHGRLHKPMAKQLAKALEPHRPLFLEEPLLSEHPEAIKQLSDQVSCPIALGERLYSRWDVKRFLEDASVDI 252
SsoGlc/GalAD 179 ERVKAVREAVGDNVDILIEHHGRFNANSAIMIAKRLEKYNPGFMEEPVHHEDVIGLRKYKASTHLRVALGERLISEKETAFYVEEGLVNI 268
PtoGlc/GalAD 180 DIVSAMRSELGENIDLLIECHGRFSTKYAIKVGQALDEFNPLFIEEPIHPEMELGLFDFKRYVNTPVALGERLLNKEDFARYISQGMVDI 269
EcoGalAD 255 LQPDLSHAGGITECYKIAGMAEAYDVTLAPHCPLGPIALAACLHIDFVSYNAVLQEQSMGIHYNKGA---ELLDFVKNKEDFSMVGGFFK 341
HvoGalAD 257 IQPDLSHAGGITEVKKIASMAEAYDVALAPHCPLGPIALASCLQVDTCSPNALIQEQSLNIHYNQRN---DVLDYLEDKSAFEYEDGYVA 343
AniGalAD 253 LQPDIAHCGGISELRRIASMAETYDVAIAPHCPLGSIALAACMQVDLATPNFVIQEMSLGMHYNTEAGEYDITSYVKDPSVFAVKDGYVD 342
SsoGlc/GalAD 269 LQPDLTNIGGVTVGRSVIKIAEANDVEVAFHNAFGSIQNAVEIQLSAVTQNLYLLENFYDWFPQWKR------DLVYNETP--VEGGHVK 350
PtoGlc/GalAD 270 VQADLTNSKGILEAKKISAIVESFGGLMAFHNAFGPVQTAATLNVDYTLTNFLIQESFEDSWPDWKR------NLFSGYR---IENGHFK 350
EcoGalAD 342 PLTKPGLGVEIDEAKVIEFSKNAPDWR--NPLWRHEDNSVAEW-- 382
HvoGalAD 344 VPDEPGLGIQMDEQYIRKQAERPVNWH--NPVWRHEDGSVAEW-- 384
AniGalAD 343 ALTAPGLGIEVNEELVRQLAVNSEPWP--PKEFFGPDGGIREW-- 383
SsoGlc/GalAD 351 VPYKPGLGVSINEKIIEQLRAEPIPLDVIEEPVWVVKGTWKNYGV 395









6.1.4 KDPGal-Aldolase und KDPG-Aldolase  
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die KDPGal-Aldolase essentiell am Abbau 
von Galactose über den DeLey-Doudoroff-Weg beteiligt ist. Die Transkription des Gens der 
KDPGal-Aldolase war bei Wachstum auf Galactose im Vergleich zu Glucose induziert. 
Außerdem wurde gezeigt, dass die KDPGal-Aldolase Deletionsmutante nicht mehr auf 
Galactose wachsen konnte. Bei Wachstum auf Glucose zeigte sich keine Veränderung im 
Wachstum. Die KDPGal-Aldolase wurde zudem gereinigt und charakterisiert. Das Enzym 
setzte sowohl KDPGal als auch KDPG mit ähnlicher katalytischer Effizienz um. KDG und 
KDGal wurden nicht umgesetzt.  
Auch wurde die KDPG-Aldolase, das Schlüsselenzym des semiphosphorylierten ED-Wegs, 
charakterisiert. Das Enzym setzte spezifisch KDPG um. KDPGal und KDG wurden nicht mit 
signifikanten Raten umgesetzt. Eine Deletionsmutante der KDPG-Aldolase (∆kdpgA) wuchs 
auf Galactose wie der Wildtyp. Auf Glucose wuchs die Deletionsmutante zunächst nicht, was 
auf eine essentielle Beteiligung der KDPG-Aldolase m spED-Weg schließen lässt. Es wurde 
jedoch festgestellt, dass ∆kdpgA nach ca. 100 h wieder auf Glucose wachsen konnte 
(Abbildung 30). Wachstumsanalysen einer Doppel-Deletionsmutante und 
Transkriptionsanalysen zeigten, dass die KDPG-Aldolase unter diesen Bedingungen 
funktionell durch die KDPGal-Aldolase ersetzt werden konnte. Diese Ersetzbarkeit ist 
möglich, da die KDPGal-Aldolase sowohl KDPG als auch KDPGal umsetzen konnte. Die 
KDPGal-Aldolase wird im Wildtyp allerdings nur bei Wachstum auf Galactose induziert, das 
heißt es muss in der Mutante ∆kdpgA eine Deregulation der Expression der KDPGal-Aldolase 
stattgefunden haben. Die molekularen Ursachen dieser Deregulation der KDPGal-Aldolase in 
∆kdpgA sind bisher nicht untersucht.  
Die Untereinheiten beider in dieser Arbeit charakterisi rten Aldolasen des DD-Wegs bzw. des 
spED-Wegs weisen mit 22,1 (KDPGal-Aldolase) bzw. 22,4 kDa (KDPG-Aldolase) ähnliche 
Größen auf. Ebenfalls weisen beide eine ungewöhnliche Oligomerisierung als Homo-
Nonamer (α9, KDPGal-Aldolase) bzw. als Homo-Dodecamer (α12, KDPG-Aldolase) auf. Sie 
weisen eine Aminosäuresequenz-Identität von 47 % zueinander auf. 
Aktivitäten von KDPGal- bzw. KDPG-Aldolasen des DD- bzw. ED-Wegs wurden in 
verschiedenen Bacteria, wie z. B. Pelomonas saccharophila, E. coli und weiteren Organismen 
nachgewiesen. Ähnlich zu den Ergebnissen aus H. volcanii wurde in diesen Organismen 
gezeigt, dass die KDPGal-Aldolase Aktivität bei Wachstum auf Galactose bzw. Galactonat 
induzierbar war. Die KDPG-Aldolase Aktivität war hingegen konstitutiv vorhanden (Cotterill 




Die KDPGal- und KDPG-Aldolasen aus H. volcanii zeigten hohe Aminosäure-
Sequenzidentitäten zu der bisher charakterisierten bakteriellen KDPGal-Aldolase aus E. coli 
und zu den KDPG-Aldolasen aus T. maritima und E. coli (23-34 %). Die KDPGal-Aldolase 
aus E. coli weist eine homo-trimere Struktur auf und besteht aus 21,4 kDa Untereinheiten, sie 
setzt spezifisch KDPGal um. (Walters et al. 2008). Die aus mehreren Bacteria wie E. coli, 
Zymomonas mobilis und Thermotoga maritima bekannten KDPG-Aldolasen weisen ebenfalls 
eine homo-trimere Quartärstruktur auf und setzen sich aus Untereinheiten von 21,5-24 kDa 
zusammen. (Bell et al. 2003; Conway et al. 1991; Griffiths et al. 2002; Ryu et al. 2010; 
Wymer et al. 2001). Für die KDPG-Aldolase aus E. coli wurde eine hohe Spezifität für KDPG 
nachgewiesen (Walters et al. 2008). Im Gegensatz zu den bakteriellen homo-trimeren 
KDPGal- und KDPG-Aldolasen weisen die beiden haloarch eellen Aldolasen eine 
ungewöhnliche Oligomerisierung als Homo-Nonamer oder Homo-Dodecamer auf, was darauf 
hindeutet, dass sie aus einem Proteinkomplex aus drei o er vier Trimeren bestehen.  
In einem Aminosäuresequenz-Alignment wurden die beiden haloarchaeellen Aldolasen mit 
den bakteriellen Aldolasen verglichen (Abbildung 50). Alle bisher charakterisierten KDPG- 
und KDPGal-Aldolasen der Bacteria als auch die beiden aus H. volcanii charakterisierten 
Aldolasen gehören zu den Klasse I Aldolasen, die ein katalytisches Lysin im aktiven Zentrum 
aufweisen (Fullerton et al. 2006). Außerdem weisen die bisher identifizierten bakteriellen 
KDPGal- und KDPG-Aldolasen Konsensussequenzen (PS00159 und PS00160) auf, die mit 
leichten Abweichungen auch in den haloarchaeellen Aldolasen nachgewiesen werden 
konnten. Diese Konsensusmotive sind typisch für Aldolasen der KDPG/KHG-Familie. 
Aufgrund der Kristallstruktur von T. maritima wurden konservierte Aminosäuren identifiziert, 
die an der Katalyse oder am strukturellen Aufbau der Enzyme beteiligt sind. Diese sind auch 
in den haloarchaeellen KDPGal- bzw. KDPG-Aldolasen ko serviert (Abbildung 50).  
In den thermoacidophilen Crenarchaeota Sulfolobus sp. und T. tenax wurden bifunktionelle 
KD(P)G-Aldolasen des verzweigten ED-Wegs charakterisi rt, die sowohl die Umsetzung der 
C4-Epimere KDPG und KDPGal, als auch die Umsetzung der nicht-phosphorylierten 
Varianten KDG und KDGal katalysieren (Ahmed et al. 2005; Lamble et al. 2003; Lamble et 
al. 2005; Pauluhn et al. 2008). Die aus dem Euryarchaeon P. torridus gereinigte KDG-
Aldolase kann hingegen nur die nicht-phosphorylierten Substrate KDG und KDGal umsetzen 
(Reher et al. 2010). Neben den ungewöhnlich breiten Substratspektren weisen die Aldolasen 
der thermoacidophilen Archaea außerdem noch weitere Unt rschiede zu den KDPGal- und 
KDPG-Aldolasen aus H. volcanii auf. Die Aldolasen der thermoacidophilen Archaea besitz n 




DHDPS-like/NAL-like Superfamilie von Klasse I Aldolasen zugeordnet (Buchanan et al. 
1999; Lamble et al. 2003; Lamble et al. 2005; Reher t al. 2010). Die 
Aminosäuresequenzidentität der haloarchaeellen Aldolasen zu den thermoacidophilen 




Abbildung 50 Alignment mit Aminosäuresequenzen von KDPGal- und KDPG-Aldolasen aus H. volcanii 
und ausgewählten Aldolasen aus Bacteria. Das Alignment wurde mit ClustalX durchgeführt (Larkin et al. 
2007). Identische Aminosäuren sind schwarz hinterlegt. Die Konsensusmotive 
ALDOLASE_KDPG_KHG_1, (PS00159) bzw. ALDOLASE_KDPG_KHG_2, (PS00160) wurden rot umrahmt. 
Konservierte Reste des aktiven Zentrums (♦) und das konservierte Lysin des aktiven Zentrums (▼) wurden über 
den Sequenzen gekennzeichnet (Fullerton et al. 2006). Verwendete KDPG-Aldolase Sequenzen: E. coli 
(EcoKDPGA, GI:16129803), H. volcanii (HvoKDPGA, HVO_0950), T. maritima (TmaKDPGA, gi:60593841); 
Z. mobilis (ZmoKDPGA, gi:3980248). Verwendete KDPGal-Aldolase S quenzen: (EcoKDPGalA, gi:49176391) 
und H. volcanii (HvoKDPGalA, HVO_A0329). 
 
Die unterschiedlichen katalytischen und molekularen Eigenschaften der hier diskutierten 
Aldolasen spiegeln sich auch in der phylogenetischen Position der Enzyme wider (Abbildung 
51). Darin bilden die haloarchaeellen KDPGal- bzw. KDPG-Aldolasen zusammen mit den 
bakteriellen KDPGal- und KDPG-Aldolasen vier distink e Cluster innerhalb der Familie der 
KDPG/KHG-Aldolasen. Die in dieser Arbeit identifizierten KDPGal- und KDPG-Aldolasen 
aus Haloferax volcanii bilden zusammen mit homologen Proteinen aus andere halophilen 
Archaea einen eigenen Cluster. Die zweite distinkte Gruppe enthält die charakterisierte 
KDPGal-Aldolase aus E. coli sowie homologe Proteine. Bakterielle KDPG-Aldolasen bilden 
zwei weitere distinkte Cluster. Alle bisher aus Archaea charakterisierten KD(P)G- und KDG-
Aldolasen gehören hingegen zur DHDPS-Familie, innerhalb dieser bilden sowohl die 
bifunktionellen KD(P)G/Gal-Aldolasen als auch die KDG/Gal-Aldolasen eine eigene 
Subgruppe.  
HvoKDPGalA 1 ----MSHHPARRIRETGLIAIIRGTDADTAIETVEALTRGGVSTVEITANTDGVLGMLRDVSASFTADEVTIGAGTVLDS 76
HvoKDPGA 1 MVALDVHEDMQRLADSGVVAVMRGADADTIIDVADALHEGGVTAYEITADNPDAMDLIREVSASFSDNEAIVGAGTALDA 80
EcoKDPGalA 1 ---------MQWQTKLPLIAILRGITPDEALAHVGAVIDAGFDAVEIPLNSPQWEQSIPAIVDAYG-DKALIGAGTVLKP 70
TmaKDPGA 1 ------MKMEELFKKHKIVAVLRANSVEEAKEKALAVFEGGVHLIEITFTVPDADTVIKELS-FLKEKGAIIGAGTVTSV 73
EcoKDPGA 1 -MKNWKTSAESILTTGPVVPVIVVKKLEHAVPMAKALVAGGVRVLEVTLRTECAVDAIRAIAKEVP--EAIVGAGTVLNP 77
ZmoKDPGA 1 --------MDSVMRLAPVMPVLVIEDIADAKPIAEALVAGGLNVLEVTLRTPCALEAIK-IMKEVP--GAVVGAGTVLNA 69
HvoKDPGalA 77 ETARAALLAGAEYLVTPTFDEGVIRTGNRYGAPSMVGIATPTEAVNAYEAGAEMVKVFPAGTLG-PEFVSALGGPLG-HI 154
HvoKDPGA 81 PTANAAIQAGAEFVVGPNFDEGVVETCNRYGTLVAPGIMTPTEATDAYSAGADLVKVFPASSLG-PGHLKSMKGPLP-QI 158
EcoKDPGalA 71 EQVDALARMGCQLIVTPNIHSEVIRRAVGYGMTVCPGCATATEAFTALEAGAQALKIFPSSAFG-PQYIKALKAVLPSDI 149
TmaKDPGA 74 EQCRKAVESGAEFIVSPHLDEEISQFCKEKGVFYMPGVMTPTELVKAMKLGHTILKLFPGEVVG-PQFVKAMKGPFP-NV 151
EcoKDPGA 78 QQLAEVTEAGAQFAISPGLTEPLLKAATEGTIPLIPGISTVSELMLGMDYGLKEFKFFPAEANGGVKALQAIAGPFS-QV 156
ZmoKDPGA 70 KMLDQAQEAGCEFFVSPGLTADLGKHAVAQKAALLPGVANAADVMLGLDLGLDRFKFFPAENIGGLPALKSMASVFR-QV 148
HvoKDPGalA 155 PTVPTGGVALDTVDEFFDAGATAVGVGSAIVDNDAVSRGDFATIETNARSFVEAVERARRD 215
HvoKDPGA 159 PMMPTGGVGLDNAADYIEAGAVVVGAGGALMDDEAIENGDFEAITETAREFSNIIDDARDD 219
EcoKDPGalA 150 AVFAVGGVTPENLAQWIDAGCAGAGLGSDLYRAGQSVERTAQQAAAFVKAYREAVQ----- 205
TmaKDPGA 152 KFVPTGGVNLDNVCEWFKAGVLAVGVGSALVKG------TPDEVREKAKAFVEKIRGCTE- 205
EcoKDPGA 157 RFCPTGGISPANYRDYLALKSVLCIGGSWLVPADALEAGDYDRITKLAREAVEGAKL---- 213








In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Aldolasen aus H. volcanii identifiziert, die jeweils 
spezifisch an der Umsetzung von Galactose über den DD-Weg (KDPGal-Aldolase), bzw. an 
der Umsetzung von Glucose über den spED-Weg (KDPG-Aldolase) beteiligt sind. Sie 















Abbildung 51 Phylogenetische Einordnung der KDPGal- und KDPG-Aldolasen aus Haloarchaea und 
Bacteria sowie der bifunktionellen KD(P)G/Gal- und KDG/Gal- Aldolasen aus thermoacidophilen 
Archaea (verändert nach (Reher et al. 2010). Der Stammbaum wurde mit dem Neighbor-Joining Algorithmus 
aus ClustalX erstellt (Larkin et al. 2007). Das Bootstrapping-Verfahren umfasste 1000 Wiederholungen, die 
Bootstrap-Werte befinden sich an den Knotenpunkten. Der Stammbaum basiert auf einem multiplen Sequenz-
Alignment, das mit ClustalX unter Verwendung der Gonnet-Matrix erstellt wurde. Charakterisierte Aldolasen 
wurden unterstrichen. Proteine, die zur KDPG/KHG-Familie gehören wurden dunkelgrau unterlegt, Proteine der 
DHDPS-Familie hellgrau. Folgende Sequenzen wurden verwendet, die Identifikationsnummern wurden jeweils 
in Klammern dargestellt: KDG/Gal: Picrophilus torridus Pto1279, Thermoplasma volcanium GSS1 
(gi:13542059), Thermoplasma acidophilum DSM 1728 (gi:16082170); KD(P)G/Gal: Sulfolobus solfataricus 
(gi:2879782), Sulfolobus tokodaii strain 7 (gi:15922811), Sulfolobus acidocaldarius DSM 639 (gi:70606067), 
Thermoproteus tenax (gi:41033593), Pyrobaculum arsenaticum DSM 13514 (gi:145591599), Metallosphaera 
sedula DSM 5348 (gi:146304062); KDPGal: Advenella kashmirensis (gi|389874024), Ralstonia sp. 
(gi|309783118), Escherichia coli (gi|49176391), Enterobacter cloacae supsp. cloacae (gi|401761571), Klebsiella 
pneumoniae (gi|426296587); KDPG I: Thermotoga maritima (gi:60593841), Mesotoga prima (gi|389844598), 
Treponema phagedenis (gi|320536150), Fervidobacterium pennivorans (gi|383785841), Moorella thermoacetica 
(GI:499711224); KDPG II: Escherichia coli (1EUA), Pseudomonas putida (1MXS), Zymomonas mobilis 
(GI:3980248); KDPG und KDPGal (halophile Archaea): Haloferax volcanii (KDPGal, HVO_A0329), Haloferax 
mediterranei b (gi|389849058), Halorubrum lacusprofundi b (Hlac_2860), Haloferax volcanii (KDPG, 
HVO_0950), Haloquadratum walsbyi (gi|385802895), Haloferax mediterranei a (HFX_0947), Halorubrum 











































































6.1.5 Transkriptionsregulator  
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die beteiligten Gene des D-Galactose-Abbaus 
transkriptionell bei Wachstum auf Galactose induziert werden. Dies deutet auf eine 
gemeinsame transkriptionelle Regulation der am Galactose-Abbau beteiligten Gene hin. Im 
Gencluster des Galactose-Abbaus ist auch ein Transkriptionsregulator (ddcR, DeLey-
Doudoroff catabolism Regulator) kodiert. Eine ∆ddcR Mutante wuchs nicht mehr auf 
Galactose. Am Beispiel des Gens der Galactonat-Dehydratase wurde zudem gezeigt, dass in 
der Deletionsmutante des Transkriptionsregulators auch bei Induktion mit Galactose kein 
Transkript der Galactonat-Dehydratase gebildet wird. Die Bildung des Transkripts konnte 
durch eine in-trans Komplementation mit ddcR wiederhergestellt werden. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass der Transkriptionsregulator ls Aktivator der Gene des Galactose-
Abbaus dient. Der Transkriptionsregulator wies eine dimere Struktur auf, die schon für andere 
Transkriptionsregulatoren gezeigt wurde (Molina-Henar s et al. 2006). 
Durch BlastP Analysen mit DdcR wurden signifikante Homologien zu Proteinen der IclR 
transcription regulator Familie aus Bacteria, wie Bacillus sp. und Clostridium sp, sowie zu 
Proteinen aus halophilen Archaea gezeigt. In der Domäne der Eukarya und anderen Archaea 
konnten hingegen keine homologen Proteine gefunden werden.  
DdcR wies N-terminal ein Helix-turn-Helix Motiv (IclR-type HTH, Aminosäuren 34-53, 
PS51077, prosite.expasy.org) auf, welches für eine DNA-Bindung des Proteins typisch ist. C-
terminal wurde eine IclR-Effektor Bindedomäne (PS51078) nachgewiesen, die für die 
Bindung eines Signalmoleküls verantwortlich sein könnte (Molina-Henares et al. 2006). 
DdcR lässt sich damit der IclR-Familie (Isocitrat-Lyase Regulator) aus 
Transkriptionsregulatoren zuordnen, die in E. coli gut untersucht sind. Mittlerweile wurden 
diese Regulatoren nicht nur in Bacteria, sondern auch in dem Haloarchaeon H. volcanii 
beschrieben. In Abbildung 52 ist ein Alignment des Transkriptionsregulators DdcR mit XacR 
aus H. volcanii und einem Transkriptionsregulator der IclR-Familie Tm-IclR aus Thermotoga 
maritima gezeigt (Johnsen et al. 2015; Zhang et al. 2002). XacR ist ein 
Transkriptionsregulator der am Xylose- und Arabinose-Abbau beteiligten Gene aus 
H. volcanii und wurde detailliert untersucht (Johnsen et al. 2015). Die vorhergesagte 
Sekundärstruktur von DdcR stimmt gut mit der Kristall ruktur von Tm-IclR überein und zeigt 







Abbildung 52 Alignment der Aminosäuresequenzen von DdcR aus H. volcanii mit charakterisierten IclR-
Transkriptionsregulatoren aus H. volcanii (XacR) und T. maritima (Tm-IclR). Das Alignment wurde mit 
ClustalX erstellt (Larkin et al. 2007), die Darstellung des Alignments und der Sekundärstrukturen erfolgte mit 
Hilfe von ESPript3.0 (http://espript.ibcp.fr; (Robert und Gouet 2014). Identische Aminosäuren sind rot 
hinterlegt. Die Sekundärstruktur von DdcR wurde mitPsipred vorhergesagt (Buchan et al. 2013; Jones 1999) 
und über dem Alignment dargestellt. Die Sekundärstruktur von Tm_IclR ist unter dem Alignment dargestellt, 
PDB ID: 1MKM (Zhang et al. 2002). Das konservierte H lix-turn-Helix-Motiv wurde umrahmt (HTH IclR; 
PS51077). Folgende Proteine sind in dem Alignment dargestellt: HvoDdcR, H. volcanii (HVO_A0332); 
HvoXacR, H. volcanii (HVO_B0040); Tm-IclR, T. maritima (Tm_0065).  
 
 
Es wurde gezeigt, dass der Transkriptionsregulator DdcR in H. volcanii an der positiven 
Regulation des Gens der Galactonat-Dehydratase beteiligt ist. Vermutlich werden durch DdcR 
auch die anderen Gene des Galactose-Abbaus in H. volcanii reguliert. Interessanterweise 
wurden IclR-like Transkriptionsregulatoren bisher nu in der Domäne der Bacteria und in der 
Domäne der Archaea ausschließlich in Haloarchaea nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, 
dass das Gen ddcR in H. volcanii über horizontalen Gentransfer aus der Domäne der Bacteria 









6.2 Galactose-Abbau in Halorhabdus utahensis 
6.2.1 Galactokinase 
Im Gegensatz zu H. volcanii, der Galactose über einen DeLey-Doudoroff-Weg abbaut, wurde 
durch Genomanalysen postuliert, dass in einem andere  halophilen Archaeon, H. utahensis, 
Galactose über den Leloir-Weg abgebaut wird. Die rekombinante Galactokinase aus 
H. utahensis wurde in der vorliegenden Arbeit gereinigt und es wurde gezeigt, dass das 
monomere Enzym die ATP-abhängige Phosphorylierung von Galactose katalysierte. Im 
Genom von H. utahensis sind außerdem noch die weiteren für diesen Abbauweg benötigten 
Enzyme Galactose-1-Phosphat Uridyltransferase, UDP-Galactose-4-Epimerase und 
Phosphoglucomutase kodiert (Abbildung 53).  
Über Aminosäuresequenzanalysen wurde im N-terminalen B reich der Galactokinase aus 
H. utahensis eine Konsensussequenz (PS00627) nachgewiesen, die diese Galactokinase den 
GHMP-Kinasen zuordnet, zu denen Galactokinasen, Homoserin Kinasen, Mevalonat Kinasen 
und Phosphomevalonat-Kinasen zählen. Zu dieser Proteinfamilie gehören auch 
charakterisierte Galactokinasen aus Bacteria und Eukarya, wie z. B. aus E. coli, S. cerevisiae 
und Homo sapiens (Ai et al. 1995; Schell and Wilson 1977; Schlesinger et al. 1977; Yang et 
al. 2003). 
Der Nachweis einer funktionellen Galactokinase in H. utahensis könnte dafür sprechen, dass 
in diesem Organismus der Leloir-Weg am Abbau von Galactose zu Glucose-6-Phospat 














6.3 Genominformationen zu Galactose-Abbauwegen 
Die Gene des Galactose-Abbaus in H. volcanii liegen in einem Gencluster vor, welcher sich 
aus den Genen des Galactose-Abbaus, einem Transkriptionsregulator, sowie einem ABC-
Transporter zusammensetzt. Dieser Gencluster wurde auch in Haloferax lucentense 
nachgewiesen. Die gleiche Anordnung der Gene und die hohe Ähnlichkeit der Proteine 
zueinander lassen darauf schließen, dass H. lucentense Galactose ebenfalls über einen DD-
Weg abbaut (Abbildung 53 A).  
In Halorubrum lacusprofundi, der auf Galactose wachsen kann, wurde ebenfalls ein 
Gencluster identifiziert, der einige Gene des Galactose-Clusters aus H. volcanii enthält 
(Anderson et al. 2011). Sowohl der in diesem Cluster kodierte ABC-Transporter als auch die 
putative Galactose-Dehydrogenase gehören nicht zu den gleichen Proteinfamilien, wie die 
entsprechenden Proteine aus H. volcanii. Die genomische Nähe zu einer putativen Galactonat-
Dehydratase, KDGal-Kinase, KDPGal-Aldolase sowie einem Homologen des DdcR 
Transkriptionsregulators sprechen jedoch dafür, dass auch H. lacusprofundi Galactose über 
einen DeLey-Doudoroff-Weg abbaut.  
Der DD-Weg für den Abbau von Galactose ist aus wenigen Bacteria bekannt, dazu zählt unter 
anderem Sinorhizobium meliloti, in dem ein Galactose-spezifisches Gencluster identifiziert 
wurde (Arias und Cervenansky 1986; Geddes und Oresnik 2012). Für E. coli wurde gezeigt, 
dass dieser Galactonat über einen DeLey-Doudoroff-Weg abgebaut. Die beteiligten Gene und 
Enzyme wurden charakterisiert (Cooper 1978; Deacon und Cooper 1977) (Abbildung 53 A). 
Im Gegensatz zu dem in H. volcanii nachgewiesenen DD-Weg wurde für H. utahensis 
ein klassischer Leloir-Weg für den Abbau von Galactose postuliert, der in vielen Organismen, 
wie zum Beispiel in E. coli vorkommt (Abbildung 53 B). Durch das Vorhandensein es 
Leloir-Wegs im Genom unterscheidet sich H. utahensis von allen bisher beschriebenen 
Haloarchaea. Das Vorkommen eines klassischen Galactose-Abbaus über den Leloir-Weg in 
H. utahensis ist ungewöhnlich. Eine Sonderstellung hinsichtlich des Vorkommens von 
Stoffwechselwegen nimmt H. utahensis allerdings auch beim Abbau von Pentosen ein. 
Während die meisten Haloarchaea Xylose oxidativ zu α-Ketoglutarat umsetzen, wurde für 








Abbildung 53 Genomumgebung der am DeLey-Doudoroff-Weg beteiligten Gene in Haloferax volcanii, 
Haloferax lucentense, Halorubrum lacusprofundi, Sinorhizobium meliloti und Escherichia coli (A) und der 
möglicherweise am Leloir-Weg beteiligten Gene aus Halorhabdus utahensis und Escherichia coli (B). Die 
Gene wurden als Pfeile dargestellt. Oberhalb der cha akterisierten Gene wurden Abkürzungen für die vonde  
Genen kodierten Proteine aufgelistet: KDGalK, 2-Keto-3-Desoxygalactonat-Kinase, KDPGalA, 2-Keto-3-
Desoxy-6-Phosphogalactonat-Aldolase; GalDH, Galactose-Dehydrogenase; GalAD, Galactonat-Dehydratase; 
DdcR, Transkriptionsregulator; P, Permease; GalBP, Galactose-Bindeprotein; Epimerase, UDP-Galactose-4-
Epimerase; PGM, Phosphoglucomutase; Transferase, Galactose-1-Phosphat Uridyltransferase; GalK, 
Galactokinase. Die Gene wurden entsprechend ihrer Funktion farbig markiert, Gene aus Halorubrum 
lacusprofundi und Sinorhizobium meliloti, deren Rahmen gestrichelt dargestellt sind, kodieren für Proteine aus 
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6.4 Umsetzung von GAP zu 3-Phosphoglycerat in Haloferax volcanii 
In H. volcanii wird Galactose über den DeLey-Doudoroff-Weg und Glucose über den 
semiphosphorylierten ED-Weg abgebaut. In beiden Stoffwechselwegen wird 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) gebildet, die Enzyme der GAP-Oxidation wurden in der 
vorliegenden Arbeit untersucht. In H. volcanii wurde ein Gencluster identifiziert, der die Gene 
für zwei GAP-DHs und eine Phosphoglyceratkinase kodiert. Die Daten zeigen, dass die 
Oxidation von GAP zu 3-Phosphoglycerat über das Intermediat 1,3-Bisphosphoglycerat durch 
eine katabole GAP-DH und die Phosphoglyceratkinase katalysiert wird. Die 
gluconeogenetische Bildung von GAP über 1,3-Bisphosglycerat aus 3-Phosphoglycerat 
wird durch die Phosphoglyceratkinase und eine anabole GAP-DH katalysiert.  
 
6.4.1 GAP-Dehydrogenasen 
GAP-Umsetzung in Archaea. Transkriptionsanalysen der katabolen GAP-DH aus 
H. volcanii haben gezeigt, dass diese bei Wachstum auf Glucose im Vergleich zu 
Casaminosäuren spezifisch induziert wird. Eine Deletionsmutante des kodierenden Gens der 
GAP-DH war nicht mehr in der Lage auf Glucose, Galactose und Fructose zu wachsen, das 
Wachstum auf Casaminosäuren und Acetat war nicht veränd rt. Dies zeigt eine essentielle 
Beteiligung dieser GAP-DH an der katabolen Umsetzung verschiedener Zucker, eine 
gluconeogenetische Funktion wurde ausgeschlossen. Das rekombinante, homo-tetramere 
Enzym war hochspezifisch für den Cofaktor NAD+. ies ist der erste funktionelle Nachweis 
einer katabolen GAP-DH in der Domäne der Archaea. Bisher wurde eine GAP-DH aus 
Haloarcula vallismortis gereinigt, die vermutlich an der katabolen Umsetzung von GAP 
beteiligt sein könnte (Krishnan und Altekar 1990; Prüß et al. 1993). 
In allen anderen bisher untersuchten Archaea wird GAP hingegen durch die neuartigen 
Enzyme GAP:Ferredoxin-Oxidoreductase (GAPOR) oder nicht-phosphorylierende GAP-DH 
(GAPN) umgesetzt. Beide Enzyme katalysieren die einstufige Umsetzung von GAP zu 3-
Phosphoglycerat ohne die Beteiligung einer PGK. Eine GAPOR wurde in den 
hyperthermophilen Archaea Pyrococcus furiosus und Pyrobaculum aerophilum 
charakterisiert, GAPN wurde in Thermoproteus tenax, Sulfolobus solfataricus und 
Thermococcus kodakarensis charakterisiert (Brunner et al. 1998; Ettema et al. 2008; Hensel et 
al. 1987; Ito et al. 2012; Mukund und Adams 1995; Reher et al. 2007; Siebers und Schönheit 
2005). GAPOR und GAPN katalysieren die irreversible GAP-Oxidation zu 3-




katabolen Abbau von Zuckern, nicht aber an der Gluconeogenese nachgewiesen (Matsubara 
et al. 2011). 
 
GAP-Bildung aus 1,3-Bisphosphoglycerat in Archaea. Für die anabole GAP-DH wurde 
eine deutlich stärkere Transkription des Gens bei Wachstum auf Casaminosäuren im 
Vergleich zu Glucose nachgewiesen, was auf eine gluconeogenetische Funktion hindeutet. 
Außerdem zeigten Untersuchungen einer konditional let en Mutante, dass diese GAP-DH am 
Abbau von Casaminosäuren und Acetat beteiligt war, was eine Beteiligung an der 
Gluconeogenese nachweist. Das rekombinante homo-dimere Enzym katalysierte die 
Reduktion von 1,3-Bisphosphoglycerat zu GAP mit NADPH oder NADH als Cofaktor, wobei 
NADPH deutlich bevorzugt wurde.  
Anabole GAP-DHs, die die gluconeogenetische Umsetzung von 1,3-Bisphosphoglycerat zu 
GAP katalysieren, wurden in anderen Archaea, wie z. B. Pyrococcus woesei, 
Methanothermus fervidus, Thermoproteus tenax, sowie S. solfataricus und Thermococcus 
kodakarensis bereits charakterisiert (Brunner et al. 2001; Fabry und Hensel 1987; Hensel et 
al. 1987; Jia et al. 2011; Littlechild und Isupov 2001; Ronimus und Morgan 2003; Schäfer 
und Schönheit 1993; Zwickl et al. 1990). Kristallstrukturen der GAP-DHs aus S. solfataricus 
und M. fervidus sind vorhanden (Charron et al. 2000; Isupov et al. 1999). 
 
GAP-Umsetzung und Bildung in Bacteria. Die glykolytische Umsetzung von GAP zu 1,3-
Bisphosphoglycerat bzw. die gluconeogenetische Umkehrung dieser Reaktion wird in 
Bacteria durch eine reversible GAP-DH katalysiert. In den meisten Bacteria und Eukarya ist 
eine GAP-DH sowohl an der Glykolyse als auch an der Gluconeogenese beteiligt, und zeigt 
damit eine amphibole Rolle, wie z. B. die GAP-DH aus E. coli (Hillman und Fraenkel 1975; 
Seta et al. 1997). Eine Ausnahme bilden einige gram-positive Bacteria wie Staphylococcus 
aureus und Bacillus subtilis sowie das Cyanobacterium Synechocystis p. PCC 6803 (Fillinger 
et al. 2000; Koksharova et al. 1998; Purves et al. 2010). In diesen Organismen wurden zwei 
funktionell unterschiedliche GAP-DHs identifiziert. Durch Deletionsmutanten wurde eine 
Beteiligung der GAP-DHs entweder an der Glykolyse (GapA) oder an der Gluconeogenese 
(GapB) nachgewiesen. In B. subtilis und S. aureus wurde außerdem nachgewiesen, dass die 
Genexpression der beiden GAP-DHs, ähnlich wie in H. volcanii, bei Wachstum auf 
glykolytischen und gluconeogenetischen Substraten gegensätzlich reguliert wird (Fillinger et 





Molekulare Eigenschaften und phylogenetische Verwandtschaft archaeeller und 
bakterieller GAP-DHs. Die amphibole GAP-DH aus E. coli, sowie die katabolen GAP-DHs 
aus B. subtilis und S. aureus weisen eine hohe Spezifität für den Cofaktor NAD+ auf, was 
auch für die katabole GAP-DH aus H. volcanii gezeigt wurde (Eyschen et al. 1999; Fillinger 
et al. 2000; Harris und Waters 1976; Purves et al. 2010). Anabole bakterielle und archaeelle 
GAP-DHs hingegen zeigen eine duale Cofaktor-Spezifität und verwenden sowohl NAD+ als 
auch NADP+ als Cofaktor, wobei NADP+ bevorzugt wird (Fabry und Hensel 1987; Fillinger 
et al. 2000; Hensel et al. 1987; Littlechild und Isupov 2001; Purves et al. 2010; Zwickl et al. 
1990). Die anabole GAP-DH aus H. volcanii zeigte ebenfalls eine duale Cofaktor-Spezifität 
mit einer Bevorzugung für NADPH.  
Archaeelle und bakterielle GAP-DHs nutzen den gleich n Reaktionsmechanismus, sie 
unterscheiden sich aber durch ihre Aminosäuresequenzen voneinander und weisen eine 
deutliche phylogenetische Distanz zueinander auf (Cerff 1995; Hensel et al. 1989; Ronimus 
und Morgan 2003). Daher wurde eine Benennung in Class I für bakterielle und Class II für 
archaeelle GAP-DHs vorgeschlagen (Cerff 1995). Die katabole GAP-DH aus H. volcanii wies 
eine höhere Aminosäuresequenzähnlichkeit zu Class I (57-67 %) als zu Class II GAP-DHs auf 
(25-31 %). In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigt ein phylogenetischer 
Stammbaum von Class I und Class II GAP-DHs die Zugehörigkeit der katabolen GAP-DH 
aus H. volcanii zu den bakteriellen Class I GAP-DHs (Abbildung 54). Der Stammbaum macht 
außerdem deutlich, dass sich die bakteriellen Class I GAP-DHs phylogenetisch nicht durch 
ihre Funktion im Katabolismus oder Anabolismus einord en lassen.  
Die anabole GAP-DH aus H. volcanii hingegen wies eine höhere Ähnlichkeit zu Class II (60-
67 %) als zu Class I GAP-DHs (23-27 %) auf. Die Ähnlichkeit zu den halophilen katabolen 
GAP-DHs aus H. volcanii und H. vallismortis betrug nur 24-26 %. Die anabole GAP-DH aus 
H. volcanii ist damit wie alle bisher untersuchten anabolen GAP-DHs aus Archaea den Class 
II Enzymen zuzuordnen (Abbildung 54). 
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass in dem halophilen Archaeon H. volcanii nicht, wie in 
anderen Archaea üblich, die Oxidation von GAP über einen einstufigen Mechanismus durch 
GAPOR oder GAPN katalysiert wird. Stattdessen wurde eine Class I GAP-DH, die 
vermutlich über horizontalen Gentransfer aus Bacteria aufgenommen wurde, identifiziert, die 
die katabole Umsetzung von GAP zu 1,3-Bisphosphoglycerat katalysiert. Eine zweite GAP-
DH ist an der Gluconeogenese beteiligt und zeigte ein  große Ähnlichkeit zu anabolen 







Abbildung 54 Phylogenetische Einordnung der GAP-DHs aus H. volcanii mit charakterisierten 
bakteriellen (Class I) und archaeellen (Class II) GAP-DHs. Der Stammbaum wurde mit dem Neighbor-
Joining Algorithmus aus ClustalX erstellt (Larkin et al. 2007). Das Bootstrapping-Verfahren umfasste 1000 
Wiederholungen, die Bootstrap-Werte befinden sich an den Knotenpunkten. Der Baum basiert auf einem 
multiplen Aminosäuresequenz-Alignment, das mit ClustalX unter Verwendung der Gonnet Matrix erstellt 
wurde. Folgende Sequenzen wurden verwendet, die Identifikationsnummern wurden jeweils in Klammern 
dargestellt: Class I amphibole GAP-DHs: Escherichia coli (gi16129733) und Thermotoga maritima 
(gi15643451). Class I katabole GAP-DHs: Synechocystis sp. PCC 6803 (GapA: gi1652689); Haloarcula 
vallismortis (gi490650417); Haloferax volcanii (kGap: HVO_0481); Staphylococcus aureus (gapA: 
gi151220953); Bacillus subtilis (GapA: gi16080447). Class I anabole GAP-DHs: Synechocystis p. PCC 6803 
(GapB: gi499176528); Staphylococcus aureus (GapB: gi 151221792); Bacillus subtilis (GapB gi16079954). 
Class II archaeelle anabole GAP-DHs Methanothermus fervidus (gi503178696); Methanobacterium formicicum 
(gi120701); Pyrococcus horikoshii (gi88192712); Pyrococcus woesei (gi48428911); Thermococcus 
kodakarensis (TK0765); Haloferax volcanii (aGap: HVO_0478); Sulfolobus tokadai (ST1356); Sulfolobus 
solfataricus (gi6435783); Thermoproteus tenax (gi503893420). Der Balken stellt 0,1 Substitutionen pro 












































Das Genom von H. volcanii enthält ein Gen, das für eine putative Phosphoglyceratkinase 
(PGK) kodiert. Es wurde gezeigt, dass dieses Gen konstitutiv bei Wachstum auf Glucose und 
Casaminosäuren transkribiert wird. Dieses Ergebnis deutet auf eine Beteiligung der PGK am 
Katabolismus und an der Gluconeogenese hin. Das rekombinante monomere Enzym 
katalysierte die ATP-abhängige Umsetzung von 3-Phosp glycerat zu 1,3-
Bisphosphoglycerat. 
Phosphoglyceratkinasen sind gut untersucht, so wurden PGKs aus den thermophilen Archaea 
Pyrococcus woesei, Sulfolobus solfataricus und Methanothermus fervidus charakterisiert, des 
Weiteren ist die Kristallstruktur einer PGK aus Pyrococcus horikoshii bekannt (Crowhurst et 
al. 2001; Hess et al. 1995; Mizutani und Kunishima, PDB ID: 2CUN). Während für die bisher 
charakterisierten archaeellen PGKs eine Beteiligung ausschließlich an der Gluconeogenese 
gezeigt wurde (Jansen et al. 1982; Schäfer und Schönheit 1993), haben die aus Bacteria und 
Eukarya bekannten PGKs vermutlich eine amphibole Rolle im Stoffwechsel. Charakterisiert 
wurden z. B. die Enzyme aus Thermotoga maritima, Homo sapiens und Saccharomyces 
cerevisiae, Kristallstrukturen sind ebenfalls vorhanden (Auerbach et al. 1997; Davies et al. 
1994; Krietsch und Bücher 1970; Schurig et al. 1995; Varga et al. 2009). 
In einem Alignment der PGK aus H. volcanii mit archaeellen und bakteriellen PGKs wurde 
das für Phosphoglyceratkinasen typische konservierte Sequenzmotiv (PS00111), sowie die für 
das aktive Zentrum essentiellen Aminosäuren gekennzeichnet (Abbildung 55) (Wellner et al. 
2013). Die meisten dieser essentiellen Aminosäuren sind in PGKs aus den drei Domänen 
konserviert. Es wurde allerdings festgestellt, dass das Lysin an der Position 219 
(Nummerierung der humanen PGK), welches an der ATP-Bindung und am Phosphat-Transfer 
beteiligt ist, nur in Eukarya und Bacteria konservit ist (Szabo et al. 2008; Wellner et al. 
2013). Demgegenüber befindet sich an der entsprechenden Position in archaeellen PGKs statt 
eines Lysins meist ein Serin, Threonin oder Valin (Wellner et al. 2013) (Abbildung 55). An 
der entsprechenden Position der PGK aus H. volcanii befindet sich ein Valin. Die essentielle 
Beteiligung der jeweiligen Aminosäure an dieser Position wurde in den PGKs aus H. sapiens, 






Abbildung 55 Aminosäuresequenz-Alignment mit der PGK aus H. volcanii und ausgewählten PGKs aus 
Archaea, Bacteria und Eukarya. Das Alignment wurde mit ClustalX erstellt (Larkin et al. 2007), identische 
Aminosäuren sind schwarz, ähnliche Aminosäuren grau hinterlegt. Das Konsensusmotiv (PS00111) ist rot 
umrandet, konservierte Reste des aktiven Zentrums wurden mit ● markiert. Das in Eukarya und Bacteria 
konservierte Lysin, bzw. die unterschiedlichen in Archaea an dieser Position befindlichen Aminosäuren wurden 
mit ▼ markiert (Wellner et al. 2013). Folgende Proteine sind in dem Alignment dargestellt: Haloferax volcanii 
(HVO_0480); Pyrococcus woesei (gi:48429039); Methanosarcina mazei (MM_0485); Thermotoga maritima 
(gi:15643452); Geobacillus stearothermophilus (GI:696475406); Saccharomyces cerevisiae (gi:10383781); 
Homo sapiens (gi:4505763). 
 
 
Die phylogenetische Entwicklung von Phosphoglyceratkin sen wurde gut untersucht 
(Brinkmann und Martin 1996;Ronimus und Morgan 2003). In einem phylogenetischen 
Stammbaum von Phosphoglyceratkinasen aus Archaea, Bacteria und Eukarya wurde gezeigt, 
dass die Enzyme aus Eukarya und Bacteria eine phylogenetische Gruppe bilden und die PGKs 
aus Archaea eine zweite distinkte Gruppe. Der Stammbau  zeigt außerdem die Zugehörigkeit 
der Phosphoglyceratkinase aus H. volcanii zu den archaeellen Enzymen (Abbildung 56).  
Die Ergebnisse zeigen, dass die Phosphoglyceratkinase ufgrund der konstitutiven 
Transkription, sowie der Tatsache, dass nur eine PGK im Genom von H. volcanii kodiert ist, 
vermutlich nicht nur am Katabolismus, sondern auch an der Gluconeogenese beteiligt ist. Die 
PGK aus H. volcanii wurde phylogenetisch den archaeellen Enzymen zugeordn t.  
H.volcanii 1 --------MFKTLDDLDPE-QRVLVRLDLNSPVE-DGEVQDNRRFDRHAETVRELAEAGHRVVLMA-HQGRPGGD---DFVSLEQHADIL 76
P.woesei 1 ---------MFRLRDFEYYNRTVFLRVDLNSPMS-NGKIISDARFRAVLPTIKYLIESGAKVVVGT-HQGKPYSE---EYSTTEEHARIL 76
M.mazei 1 MLRVMTSRNFLTIDDFDIRGKTILLRVDMNSPMDTQGHILDDMRIRSHIATLKDLES--AKVVVLA-HQSRPGKK---DFTTMKPHAHLL 84
T.maritima 1 -------MEKMTIRDVDLKGKRVIMRVDFNVPVK-DGVVQDDTRIRAALPTIKYALEQGAK-VILLSHLGRPKGE-PSPEFSLAPVAKRL 80
G.stearothermoph 1 -------MNKKTIRDVDVRGKRVFCRVDFNVPME-QGAITDDTRIRAALPTIRYLIEHGAK-VILASHLGRPKGK-VVEELRLDAVAKRL 80
S.cerevisiae 1 ----MSLSSKLSVQDLDLKDKRVFIRVDFNVPLD-GKKITSNQRIVAALPTIKYVLEHHPRYVVLASHLGRPNGE-RNEKYSLAPVAKEL 84
H.sapiens 1 ----MSLSNKLTLDKLDVKGKRVVMRVDFNVPMK-NNQITNNQRIKAAVPSIKFCLDNGAKSVVLMSHLGRPDGVPMPDKYSLEPVAVEL 85
H.volcanii 77 ASHIDREVGFVADTYGDDAIAAIDALEAGDVLLLENTRMCDEEL--------PEEDPEVKADTEFVRTLAEHVDAYVNDAYSAAHRSHAS 158
P.woesei 77 SELLNMHVEYVEDIFGKYARERIKAMKPGEVIVLENLRFSAEEV--------KNATIEECEKTFFVRKLSQVIDLVVNDAFAAAHRSQPS 158
M.mazei 85 SRYLGRQVTYVDDIFGTFAKTQIASMEDGDVIMLENVRFYSEES--------LERTTAEQANTFMVKKLAPFVDIFLNDAFAVSHRSHLS 166
T.maritima 81 SELLGKEVKFVPAVVGDEVKKAVEELKEGEVLLLENTRFHPGET-----------KNDPE----LAKFWASLADIHVNDAFGTAHRAHAS 155
G.stearothermoph 81 GELLERPVAKTNEAVGDEVKAAVDRLNEGDVLLLENVRFYPGEE-----------KNDPE----LAKAFAELADLYVNDAFGAAHRAHAS 155
S.cerevisiae 85 QSLLGKDVTFLNDCVGPEVEAAVKASAPGSVILLENLRYHIEEEGSRK-VDGQKVKASKEDVQKFRHELSSLADVYINDAFGTAHRAHSS 173
H.sapiens 86 KSLLGKDVLFLKDCVGPEVEKACANPAAGSVILLENLRFHVEEEGKGKDASGNKVKAEPAKIEAFRASLSKLGDVYVNDAFGTAHRAHSS 175
H.volcanii 159 LVGFPLVLPAYAGRVMQTEYEANSSIATREFDGQVTMVVGGTKATDVIDVMNNLG--DKVDQFLLGGIAGELFLRAAGNDVGFDLEGMDF 246
P.woesei 159 LVGFARIKPMIMGFLMEKEVDA-LTKAYESEEKPRVYVLGGAKVDDSLKVAENVLRKEKADLILTGGLVGQLFTLAKG--FDLGRENIKF 245
M.mazei 167 VVGFTEVLPSGAGRVMEKELIS-LEKGVKSGERPSVFVLGGAKVDDSLRVTENVLTNGGADRVLLTGVVANVALAASG--VNIGKANLDF 253
T.maritima 156 NVGIAQFIPSVAGFLMEKEIKF-LSKVTYNPEKPYVVVLGGAKVSDKIGVITNLM--EKADRILIGGAMMFTFLKALG-----KEVGSSR 237
G.stearothermoph 156 TEGIAHYLPAVAGFLMEKELEV-LGKALSNPDRPFTAIIGGAKVKDKIGVIDNLL--EKVDNLIIGGGLAYTFVKALG-----HDVGKSL 237
S.cerevisiae 174 MVGFD-LPQRAAGFLLEKELKY-FGKALENPTRPFLAILGGAKVADKIQLIDNLL--DKVDSIIIGGGMAFTFKKVLEN----TEIGDSI 255
H.sapiens 176 MVGVN-LPQKAGGFLMKKELNY-FAKALESPERPFLAILGGAKVADKIQLINNML--DKVNEMIIGGGMAFTFLKVLNN----MEIGTSL 257
H.volcanii 247 FDDQ-WEANRETIESLLDERGDQIKLAVDLAYEDETDDRGEIAVANITE---KDRAYLDVGSMTVDEYDPIIRDSEAVFVKGALGLFEDE 332
P.woesei 246 LEKKGILKYVDWAEKILDEFYPYVRTPVDFAIDFKGE-RVEIDLLSDEKRLFDEYPILDIGSRTVEKYREILLKARIIVANGPMGVFERE 334
M.mazei 254 IKSQGYEDQIERARGLLAKFEDKIGLPKDVALNDNKK-RVEAPISELNS---DSLPINDIGLETIVDYTNEIQNAKTVVLNGPAGVSEIE 339
T.maritima 238 VEEDKIDLAKELLEKAKEK-GVEIVLPVDAVIAQKIEPGVEKKVVRIDDGIPEGWMGLDIGPETIELFKQKLSDAKTVVWNGPMGVFEID 326
G.stearothermoph 238 LEEDKIELAKSFMEKAKEK-GVRFYMPVDVVVADRFANDANTKVVPIDA-IPADWSALDIGPKTRELYRDVIRESKLVVWNGPMGVFEMD 325
S.cerevisiae 256 FDKAGAEIVPKLMEKAKAK-GVEVVLPVDFIIADAFSADANTKTVTDKEGIPAGWQGLDNGPESRKLFAATVAKAKTIVWNGPPGVFEFE 344
H.sapiens 258 FDEEGAKIVKDLMSKAEKN-GVKITLPVDFVTADKFDENAKTGQATVASGIPAGWMGLDCGPESSKKYAEAVTRAKQIVWNGPVGVFEWE 346
H.volcanii 333 RFAVGT---TGVLRAIAETDCFSVVGGGDTSRAIGMYGMDEADFGHVSIAGGAYIRALTGAPLAGVEALKQD---------- 401
P.woesei 335 EFAVGT---IGVFKAIGESPAFSVIGGGHSIASIYKYNITG--ISHISTGGGAMLTFFAGEKLPVLEALKISYEKFSNLLS- 410
M.mazei 340 DFALGT---HEIIKAAIKS-DFSIIGGGHISVEVAHLGLEHR-FSHISTGGGACIDFLAGEKLPGVEALKAAYNKYQEAKKL 416
T.maritima 327 DFAEGTKQVALAIAALTEKGAITVVGGGDSAAAVNKFGLEDK-FSHVSTGGGASLEFLEGKELPGIASIADKKK-------- 399
G.stearothermoph 326 AFAHGTKAIAEALAEALDT--YSVIGGGDSAAAVEKFGLADK-MDHISTGGGASLEFMEGKQLPGVVALEDK---------- 394
S.cerevisiae 345 KFAAGTKALLDEVVKSSAAGNTVIIGGGDTATVAKKYGVTDK-ISHVSTGGGASLELLEGKELPGVAFLSEKK--------- 416
H.sapiens 347 AFARGTKALMDEVVKATSRGCITIIGGGDTATCCAKWNTEDK-VSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSNI---------- 417
▼ 
● ● ● ● ● 










Abbildung 56 Einordnung der PGK aus H. volcanii in den phylogenetischen Stammbaum von 
Phosphoglyceratkinasen aus Archaea, Bacteria und Eukarya (verändert nach Ronimus und Morgan, 
2001). Der Stammbaum wurde mit dem Neighbor-Joining Algorithmus aus ClustalX erstellt (Larkin et al. 2007). 
Das Bootstrapping-Verfahren umfasste 1000 Wiederholungen, die Bootstrap-Werte befinden sich an den 
Knotenpunkten. Der Baum basiert auf einem multiplen Aminosäuresequenz-Alignment, das mit ClustalX unter 
Verwendung der Gonnet Matrix erstellt wurde. Charakterisierte PGKs wurden unterstrichen, die PGK aus 
H. volcanii wurde fett dargestellt. Folgende Sequenzen wurden verwendet, die Identifikationsnummern wurden 
jeweils in Klammern dargestellt: PGKs aus Archaea: H lobacterium sp. NRC-1 (gi:15790280); Haloferax 
volcanii (HVO_0480), Thermoplasma acidophilum (gi:16082102), Thermoplasma volcanium (gi:13541361), 
Methanothermobacter thermautotrophicus (gi:15679060), Methanothermus fervidus (gi:312136384), 
Methanocaldococcus jannaschii (gi:15668822), Methanosarzina mazei (gi21226587), Archaeoglobus fulgidus 
(gi:11498746), Pyrococcus abyssi (gi:14521240), Pyrococcus horikoshii (gi:14591038), Pyrococcus woesei 
(gi48429039), Aeropyrum pernix (gi:118430918), Sulfolobus solfataricus (gi:15897452); PGKs aus Bacteria und 
Eukarya: Mycobacterium tuberculosis (gi:15608575), Pseudomonas aeruginosa (gi:15595749), Vibrio cholerae 
(gi:15640504), Haemophilus influenzae (gi:16272469), Escherichia coli (gi:16130827), Deinococcus 
radiodurans (gi:15806359), Thermus thermophilus (gi:55980875), Thermotoga maritima (gi|15643452), 
Bacillus subtilis (gi:16080446), Geobacillus stearothermophilus (PDB ID: 1PHP), Aquifex aeolicus 
(gi:15605702), Saccharomyces cerevisiae (gi.10383781), Dictyostelium discoideum (gi:22711882), Homo 
































































6.5 Genominformationen zur GAP-Oxidation 
Die Oxidation von GAP zu 3-Phosphoglycerat wird in H. volcanii durch die Enzyme 
GAP-DH und Phosphoglyceratkinase katalysiert. Die im Katabolismus benötigte GAP-DH ist 
bakteriellen Ursprungs. In der Gluconeogenese wird eine zweite, anabole GAP-DH 
verwendet, die archaeellen Ursprungs ist. Die im Genom vorhandene Phosphoglyceratkinase 
wird vermutlich für den glykolytischen und gluconeog netischen Stoffwechsel benötigt und 
ist ebenfalls archaeellen Ursprungs.  
In anderen halophilen Archaea, wie Halogeometricum borinquense, Haloarcula marismortui, 
Halorubrum lacusprofundi und Halomicrobium mukohatei, wurden über BlastP-Analysen 
ebenfalls Gene nachgewiesen, die möglicherweise für ine bakterielle GAP-DH (gapI), eine 
archaeelle GAP-DH (gapII) und eine Phosphoglyceratkinase (pgk) kodieren (Abbildung 57). 
Auffällig ist, dass die katabole GAP-DH meist in direkter Nachbarschaft der PGK kodiert ist. 
Die Genominformationen deuten darauf hin, dass die meisten halophilen Archaea, wie 
H. volcanii, eine katabole GAP-DH und eine anabole GAP-DH besitz n. Eine Ausnahme 
bildet Halorhabdus utahensis, in dessen Genom Homologe für die Class I GAP-DH und die 
PGK, nicht aber für die Class II GAP-DH kodiert sind. Das Fehlen der Class II GAP-DH 
könnte erklären, warum H. utahensis nicht auf Substraten wie Acetat und Aminosäuren 
wachsen kann (Waino et al. 2000). Genomanalysen zeigten außerdem, dass weitere Enzyme 
der Gluconeogenese fehlen (Anderson et al. 2011). Eine Sonderstellung von H. utahensis 
bezüglich der Stoffwechselfunktionen wurde bereits für den Xylose-Abbau nachgewiesen 
(Sutter, 2014) und für den Galactose-Abbau postulier  (6.3; Anderson et al. 2011). 
Die Genome der Archaea Thermococcus kodakarensis und Thermoproteus tenax kodieren, im 
Gegensatz zu den halophilen Archaea nicht für eine Class I GAP-DH. Für die katabole 
Umsetzung von GAP wurde stattdessen GAPOR oder GAPN nachgewiesen (Bräsen et al. 
2014). Für die Gluconeogenese wurden mit Hilfe von Deletionsmutanten und 
Microarrayanalysen die Beteiligung von GAP-DH Class II und PGK nachgewiesen 
(Abbildung 57) (Matsubara et al. 2011; Zaparty et al. 2008).  
Die aus den Bacteria B. subtilis und S. aureus charakterisierten katabolen Class I GAP-DHs 
(gapA) sind im Genom ebenfalls, wie in H. volcanii, neben dem Gen der PGK kodiert. Die 
zweite Class I GAP-DH (gapB), die für die Gluconeogenese benötigt wird, ist an einem 








Abbildung 57 Genomumgebung der am DeLey-Doudoroff-Weg beteiligten Gene in Haloferax volcanii und 
der homologen Gene in verschiedenen Haloarchaea und thermophilen Archaea, sowie der Gene 
charakterisierter GAP-DHs aus Bacteria. Die Gene wurden als Pfeile dargestellt. Oberhalb der
charakterisierten Gene wurden die Gen-Namen notiert, die kodierten Proteine sind: gapI, GAP-DH Class I; 
gapII, GAP-DH Class II; pgk, Phosphoglyceratkinase; hsp, heat shock protein; rimK, rimK family protein; 
gapB(I), anabole GAP-DH Class I; eno, Enolase; pgm, Phosphoglyceratmutase; tpi, Triose-Phosphat-Isomerase; 
gapA(I), katabole GAP-DH Class I; fba, Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase; gap(I), amphibole GAP-DH. Die 
















































6.6 Überblick über den Galactose- und Glucose-Abbau, sowie die GAP-
Umsetzung in Haloferax volcanii 
In der vorliegenden Arbeit wurde der vollständige Abbau von Galactose in H. volcanii 
aufgeklärt und gezeigt, dass Galactose über den DeLey-Doudoroff-Weg zu Pyruvat und GAP 
abgebaut wird (Abbildung 58). Dies ist der erste funktionelle Nachweis eines Abbauwegs für 
Galactose in der Domäne der Archaea. Die Beteiligung ei es ABC-Transporters am Transport 
von Galactose wurde gezeigt. Außerdem wurde nachgewies n, dass die Gene des DD-Wegs 
(nachgewiesen am Beispiel der Galactonat-Dehydratase) durch den Transkriptionsregulator 
DdcR bei Wachstum auf Galactose transkriptionell aktiviert werden. Weiterhin wurde das 
Schlüsselenzym der Glucose-Umsetzung über den semiphosphorylierten ED-Weg, die 
KDPG-Aldolase charakterisiert (Abbildung 58). 
Des Weiteren wurden die Enzyme der GAP-Umsetzung nachgewiesen, die katabole 
Umsetzung von GAP zu 3-Phosphoglycerat wird durch eine Class I GAP-DH sowie eine PGK 
katalysiert. Dies ist der erste funktionelle Nachweis einer katabolen GAP-DH in der Domäne 
der Archaea. Die anabole Umsetzung von 3-Phosphoglycerat zu GAP wird hingegen durch 
eine Class II GAP-DH und die selbe PGK katalysiert (Abbildung 58).  
Viele der in dieser Arbeit charakterisierten Enzyme z igten hohe Ähnlichkeiten zu 
bakteriellen Proteinen. Dazu gehören die Galactose-Dehydrogenase, Galactonat-Dehydratase, 
KDPG- und KDPGal-Aldolasen, die katabole GAP-DH und der Transkriptionsregulator 
DdcR. Die hohe Ähnlichkeit dieser Enzyme zu bakteriellen Proteinen deutet darauf hin, dass 
die kodierenden Gene durch lateralen Gentransfer aus der Domäne der Bacteria aufgenommen 
wurden. Dieses Ergebnis ist in Übereinstimmung mit bioinformatischen Analysen, die einen 
vielfachen horizontalen Gentransfer bakterieller Gene in die Haloarchaea postulieren (Nelson-






Abbildung 58 Überblick über den Galactose- und Glucose-Abbau sowie die Gluconeogenese in Haloferax 
volcanii. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Enzyme sind umrandet. Verwendete Abkürzungen: spED-
Weg, semiphosphorylierter Entner-Doudoroff-Weg; DD-Weg, DeLey-Doudoroff-Weg; CM, 
Cytoplasmamembran; KDG, 2-Keto-3-Desoxygluconat; KDGal, 2-Keto-3-Desoxygalactonat; KDPG, 2-Keto-3-
Desoxy-6-Phosphogluconat; KDPGal, 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogalactonat; GAP, Glycerinaldehyd-3-
Phosphat; 1,3-BPG: 1,3-Bisphosphoglycerat; 3-PG, 3-Phosphoglycerat; DHAP, Dihydroxyacetonphosphat; FBP, 
Fructose-1,6-Bisphosphat; F6P, Fructose-6-Phosphat; G6P, Glucose-6-Phosphat; GlcDH, Glucose-
Dehydrogenase; GAD, Gluconat-Dehydratase; KDGK, KDG-Kinase; KDPGA, KDPG-Aldolase; GalDH, 
Galactose-Dehydrogenase; GalAD, Galactonat-Dehydratase; KDGalK, KDGal-Kinase; KDPGalA, KDPGal-
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